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Zusammenfassung

Die Transplantation solider Organe bietet eine wichtige Therapieoption fiir akute und
chronische Erkrankungen verschiedener Organsysteme, insbesondere wenn andere
therapeutische Maflnahmen ausgeschopft sind. Fiir betroffene Patient: innen kann dies
lebensverldngernd wirken. Um akute oder chronische Abstoungsreaktionen zu verhindern, ist
eine lebenslange Immunsuppression erforderlich, die jedoch mit erheblichen negativen Folgen
verbunden ist. Dazu gehdren ein erhohtes Risiko fiir Hospitalisierungen aufgrund von
Infektionen durch opportunistische Erreger sowie eine gesteigerte Inzidenz von
Tumorerkrankungen im Zusammenhang mit langfristiger Immunsuppression. Daher besteht
dringender Bedarf an neuen therapeutischen Strategien, die keine generalisierte
Immunsuppression verursachen, sondern spezifisch jene T-Zellen hemmen, die an der

Abstofungsreaktion beteiligt sind.

Diese Arbeit beschreibt die Entwicklung von Fusionsproteinen im Antikdrperformat, die eine
lokale Bindung des MHC-I Komplexes, welcher im gewéhlten Mausmodell dem H2-Kb
Molekiil entspricht, bewirken und zusitzlich eine immunmodulatorische Komponente besitzen.
Durch die hochaffine Bindung an den MHC-I Komplex wird dieser maskiert und eine
Erkennung durch empféngereigene T-Zellen wird blockiert. Als inhibitorische Komponente
haben die Fusionsproteine die extrazelluldre Doméne von PD-L1 oder PD-L2 angehingt. Die
niedrigaffine Bindung von PD-L1/2 an von T-Zellen exprimiertes PD-1 wird dadurch genutzt,
dass nur T-Zellen in unmittelbarer Ndhe gebunden werden und somit eine generalisierte T-Zell-
Inhibition von zirkulierenden T-Zellen unwahrscheinlich ist.

Die Fusionsantikdrper wurde zunéchst fiir das Mausmodell entwickelt und entsprechen
,,Checkpoint aktivierenden T Zell Inhibitoren® (CAT;). Eine in vitro Testung auf Bindung,
Stabilitdt und Zytotoxizitit wurde durchgefiihrt und zeigte sowohl eine affine Bindung als auch
Temperaturstabilitit bei 37°C iiber 7 Tage. Eine weitere in-vitro und in-vivo Evaluation ist
notwendig, allerdings konnen die entwickelten Antikorperformate als vielversprechende

Prototypen fiir eine neue Form der immunsuppressiven Therapie betrachtet werden.
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Summary

Solid organ transplantation offers an important therapeutic option for acute and chronic diseases
of various organ systems, especially when other therapeutic measures have been exhausted. For
affected patients, this can have a life-prolonging effect. Lifelong immunosuppression is
required to prevent acute or chronic rejection reactions, but this is associated with considerable
negative consequences. These include an increased risk of hospitalisation due to infections
caused by opportunistic pathogens and an increased incidence of tumour diseases associated
with long-term immunosuppression. Therefore, there is an urgent need for new therapeutic
strategies that do not cause generalised immunosuppression but specifically inhibit those T cells

involved in the rejection response.

This work describes the development of fusion proteins in antibody format that bind to the
MHC-I complex, which corresponds to the H2-Kb molecule in the selected mouse model, and
have an immunomodulatory component attached. The high-affinity binding to the MHC-I
complex masks it and blocks recognition by the recipient's own T cells. The fusion proteins
have an attachament of the extracellular domain of PD-L1 or PD-L2 as an inhibitory
component. The low-affinity binding of PD-L1/2 to PD-1 expressed by T cells is utilised by the
fact that only T cells in the immediate vicinity are bound, making generalised T cell inhibition
of circulating T cells unlikely.

The fusion antibodies were initially developed for the mouse model and are called ‘checkpoint
activating T cell inhibitors’ (CATi). An in vitro test for binding, stability and cytotoxicity was
performed and showed both affinity binding and temperature stability at 37°C for 7 days.
Further in-vitro and in-vivo evaluation is necessary, but the developed antibody formats can be

considered as promising prototypes for a new form of immunosuppressive therapy.



1 Einleitung

1.1 Transplantation und ihre Immunologie

1.1.1  Eine kurze Geschichte der Organtransplantation

Die Idee Organe eines Menschen einem anderen zu geben ist alt. Nach einer chinesischen Sage
soll ein Arzt die Herzen von zwei Patienten ausgetauscht haben und das bereits um 6000 v.Chr.
Die erste erfolgreiche Nierentransplantation beim Menschen fand allerdings erst 1939 statt,
auch wenn der Begriff erfolgreich mit Vorsicht zu genieBen ist, denn der Empféinger verstarb
bereits nach wenigen Tagen (1). Der erste wirkliche Erfolg konnte 1954 verzeichnet werden,
als Joseph E. Murray seinem Patienten die Niere des eineiigen Zwillingsbruders transplantieren
konnte (2). In den folgenden Jahren gelang es verschiedene andere Organe zu transplantieren:
Herz, Lunge, Leber, Pankreas und Diinndarm bis hin zur Transplantation eines Uterus mit

anschlieender Schwangerschaft im Jahr 2013 (3).

Die Indikationen fiir die Transplantation von soliden Organen sind vielféltig. Eine Sache haben
jedoch alle gemeinsam: die Wartezeit fiir ein neues Organ ist lang. So waren im Jahr 2021 zwar
5090 Patient:innen auf der Warteliste registriert, insgesamt gab es aber nur 3260
Organtransplantationen (4). Umso wichtiger erscheint es, die Transplantation selbst und die
postoperative Versorgung so erfolgreich wie mdglich zu gestalten, um das Organ moglichst

lange erhalten zu kdnnen.

1.1.2 Warum wir Organe nicht einfach tauschen kdnnen

Warum die erste Transplantation 1939 nur kurzzeitig erfolgreich war, liegt an der Herkunft der
gespendeten Niere. Fremde Organe kann der Korper von Eigenen schnell unterscheiden.
Verantwortlich hierfiir ist u.a. die Expression der Major Histocompatibility Komplexe (MHC)-
Molekiile, beim Menschen auch Human Leucocyte Antigen (HLA) genannt. Man unterscheidet
mehrere Klassen. Klasse I Molekiile werden auf sdmtlichen Zelloberflachen exprimiert, Klasse
II Molekiile nur auf antigenprisentierenden Zellen. Beide sind fiir die Prisentation von
korpereigenen und -fremden Peptiden verantwortlich, ohne die eine adaptive Immunantwort
mit T-Zell-Aktivierung nicht moglich wire. MHC-Molekiile zeichnen sich durch ihren
aullerordentlichen Polymorphismus aus. Das heif}t, dass die MHC-Gene fiir viele verschiedene
Auspriagungsformen codieren. Dadurch ist unser Immunsystem besonders anpassungsfahig und
individuell. Unter anderem reagiert jeder Mensch deswegen anders auf einen Erreger und jedes

Gewebe, dhnlich einem Fingerabdruck, ist einem Individuum zuzuordnen (5, 6).
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Bei einer Organtransplantation wird nun nicht ein von korpereigenem HLA présentiertes
Antigen durch T-Zellen erkannt, sondern aber die korperfremden HLA selbst. Auch das 16st
unter anderem eine T-Zell-Aktivierung aus, was zur Transplantatabstoung fiihrt. Je dhnlicher
die HLA von Spender und Empfanger sind, desto geringer fillt diese Immunantwort aus.
Deshalb wird inzwischen vor einigen Transplantationen ein so genanntes HLA-Matching
durchgefiihrt, wobei tiberpriift wird wie kompatibel Spender und Empfanger sind. Die optimale
Variante hierbei ist eine Organspende wie 1954 durchgefiihrt: zwischen eineiigen Zwillingen,

denn diese stimmen in ihren HLA-Merkmalen iiberein (2).

1.1.3 Was passiert, wenn wir Organe doch ,,tauschen*?

Kommt ein korperfremder Organismus in unser Blutsystem, so wird er durch zwei Teile unseres
Immunsystems ,,bekdmpft“. Der angeborene Teil des Immunsystems, besteht aus einer Vielzahl
an Zellen, die schnell und unspezifisch auf den Erreger reagieren. Der zweite, und fiir die
Transplantationsimmunologie relevantere Teil, ist das adaptive Immunsystem. Hierzu zéhlen
die T-Zellen als zellvermittelte und B-Lymphozyten als humorale Immunantwort. Die T-Zellen
oder auch T-Lymphozyten konnen in drei Hauptgruppen unterteilt werden: die CD4-positiven
T-Helferzellen (Tu), die CDS8-positiven zytotoxischen T-Zellen (T¢) und zuletzt die
regulatorischen T-Zellen (Treg).

Die Aktivierung einer Z-Telle bendtigt mehrere Signale.

(1) Durch antigenpriasentierende Zellen, worunter Makrophagen, Monozyten und
dendritische Zellen fallen, werden Antigene der Pathogene aufgenommen und zu
kurzen Peptiden verdaut. Die auf der Zelloberfliche befindlichen MHCII-Molekiile
werden dann mit diesen Peptiden beladen und erst dann kdnnen sie von T-Zellen erkannt
werden. Der T-Zell-Rezeptor (TCR) eines T-Lymphozyten bindet spezifisch an das
peptidbeladene MHCII-Molekiil, dies entspricht dem ersten Signal der nun ablaufenden
Aktivierung der T-Zelle.

(2) Das zweite Signal sind streng genommen mehrere Co-Signale, die entweder
stimulierender oder inhibierender Natur sind. Die Interaktion zwischen CD80 und
CD28 bspw. stimuliert, die Bindung von PD-1 an PD-L1 inhibiert die T-Zelle wieder.
Durch das parallele Ablaufen dieser Signale wird erreicht, dass die Stdrke der

Aktivierung reguliert und der Situation angepasst werden kann.

10
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(3) Als nichstes folgt das dritte Signal, wobei durch Zytokinausschiittung die
Zelldifferenzierung beeinflusst wird.

Es handelt sich hierbei also keineswegs um einen immer gleich ablaufenden Prozess,

sondern viel mehr um eine sehr anpassbare und spezifische Reaktion auf ein Pathogen (7,

8).

1.1.4 Immunsuppression aktuell

Das Verstindnis der T-Zell-Aktivierung ist fiir die Transplantationsmedizin von besonderer
Bedeutung, denn die AbstoBung eines Organs erfolgt primér dariiber.

Die AbstofBungsreaktionen werden gegliedert in Hyperakute Abstoung, Akute Abstoung und
Chronische AbstoBung. Die Hyperakute Abstoung ist antikdrperassoziiert, die akute und die
chronische hingegen T-Zell-gekoppelt. (9) Die T-Zellen werden im Lymphknoten durch
Bindung der mit spenderspezifischen Antigenen beladenen MHC-Komplexe an TCRs aktiviert,
proliferieren und wandern in das transplantierte Gewebe ein. Solche T-Zellen erkennen dann
die korperfremden Zellen und toten die Zielzelle, in diesem Fall die Zellen des transplantierten
Organs, ab. T-Helferzellen aktivieren gleichzeitig B-Zellen, wodurch es zur Ausbildung
spezifischer Antikorper gegen das Spenderorgan kommt. Dies kumuliert sich bei der
chronischen OrganabstoBung zur stetigen, progressiven Zellschidigung des Transplantats (5).
Die Immunsuppression ist somit nach jeder soliden Organtransplantation essenziell und dient
primidr der Vermeidung der akuten und chronischen AbstoBungsreaktionen. Der primire
Ansatzpunkt fiir aktuelle therapeutische Strategien ist die T-Zell-Aktivierung und -Reifung (9).
Die géngigsten aktuell zugelassenen Immunsuppressiva der Transplantationsmedizin und ihre
Wirkungsorte sind schematisch in Abbildung 1 dargestellt.

Aus der systemischen Immunsuppression ergeben sich fiir die Patient:innen jedoch
lebenseinschrankende Nebenwirkungen und Risiken. Die Anfilligkeit fiir und Letalitéit von
Infektionserkrankungen, insbesondere bei opportunistischen Krankheitserregern, steigt
deutlich an (10). Die Pravention beinhaltet regelméBige Impfungen, das Vermeiden von gro3en
Menschenmengen oder das Tragen einer Maske als einfach umsetzbare Maflnahmen.
Weiterhin ist Risiko fiir de novo Tumorerkrankungen wirkstoffabhingig erhoht (11) und auch
Nebenwirkungen wie Nephrotoxizitdt und die Auslosung von Post Transplant Diabetes mellitus

(PTDM) werden vermehrt beobachtet (12).

11
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der T-Zell-Aktivierung mit Einblendung gingiger
Immunsuppressiver Therapien an ihren Ansatzpunkten. APC = Antigen prisentierende Zelle. mTOR =
mammalian target of rapamycin. IL2 = Interleukin 2. NFAT = Nuclear factor of activated T cells. Tc =
Zytotoxische T-Zelle. Tu = T-Helferzelle.

1.2 Der PD-1/PD-L1/2 Immuncheckpoint

1.2.1 Was iiber den Checkpoint schon bekannt ist

PD-1 (Programmed Cell Death Protein 1) gilt als ,,potenter Regulator der Immunantwort* (13).
Der Rezeptor wird auf B-, T-, Dendritischen und weiteren Immunzellen sowie auf Tumorzellen
exprimiert. Die Expression auf den korpereigenen Immunzellen kann durch
immunregulatorische Signale gesteigert werden.

Der Rezeptor bindet im Rahmen der T-Zell-Aktivierung an einen seiner Liganden:
Programmed Death Ligand 1 oder 2 (PD-L1 1/2) und es kommt zur Blockade bzw.

Herunterregulation des T-Zell-Rezeptor-Signalwegs.

12
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Strukturell @hnelt PD-1 einem Antikdrper ohne FC-Anteil, funktionell wird er eher der
CD28/B7 Familie zugeordnet. (15) Die Proteinstruktur von PD-1 setzt sich aus einem
extrazelluldren und einem intrazelluldren Teil zusammen.

Der extrazelluldre Teil von PD-1 besteht aus einer Signalpeptidsequenz und einer IgV-
dhnlichen (immunoglobulin-like) Doméne. Letztere ist entscheidend fiir die Bindung an seine
Liganden, PD-L1 und PD-L2. Der intrazelluldre Teil von PD-1 umfasst Immunorezeptor-
Tyrosin-basierte  Inhibitionsmotive  (ITIM) und  Immunorezeptor-Tyrosin-basierte
Schaltermotive (ITSM). Nach Bindung von PD-1 an seine Liganden werden diese Motive
phosphoryliert und rekrutieren inhibierende Proteine wie SHP-1 und SHP-2. Diese Proteine
hemmen die Aktivierung von Signalwegen, die fiir die T-Zell-Funktion entscheidend sind, und
fithren somit zur Ddmpfung der Immunantwort. (14, 15)

Die Liganden PD-L1 und PD-L2 bestehen ebenfalls aus einem kleineren intrazelluldren Teil
und dem groBeren extrazelluliren Teil. Der extrazellulire Teil wiederum besteht aus zwei
Doménen, die IgV-dhnliche und C-dhnliche-Doméne. Die Bindung der Liganden an PD-1
erfolgt lediglich tiber die V-like-domain, dies ist in Abbildung 2 anhand der Kristallstruktur
dargestellt. (16, 17)
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Abbildung 2: Kristallstruktur der Komplexe aus mPD-1 mit hPD-L1/mPD-L2. Komplex aus nPD-
1/wPD-L1 (A) und wPD-1/wPD-L2 (B). Bei beiden Komplexen ist sichtbar, dass die Bindung von PD-1 an seinen
Liganden nur iiber den V-like-Domdine erfolgt. (17)

PD-L1 kann aufler PD-1 auch B7-1 (CD28) binden und stellt damit eine mdgliche Verlinkung
zwischen dem CTLA4/CD28 und dem PD-1/PD-L1 Signalweg dar. (13)

Das Zusammenspiel der beiden, und vieler weiterer, Signalwege erlaubt die Feinregulation der
T-Zell-Aktivierung. Die CTLA4-Expression auf T-Zellen wird durch die Antigenprisentation
und Bindung des T-Zell-Rezeptors induziert, die Induktionsstérke ist proportional von der
Affinitdit des Liganden zum T-Zell-Rezeptor abhdngig. CTLA4 bewirkt dann eine
Downregulation des Proliferationssignals und verhindert dadurch die Uberstimulation der T-
Zelle. Im Gegensatz dazu reguliert PD-1 die Inflammatorische Antwort im Verlauf, bspw. im
peripheren Gewebe und verhindert hier durch erneute Downregulation der T-Zell-Aktivierung

eine Gewebeschéddigung. (18)

1.2.2  Was wir von Tumoren lernen kénnen

Die T-Zell-Erschopfung (engl. T-cell-exhaustion) ist ein Zustand der funktionellen
Erschopfung von T-Zellen, die durch eine anhaltende Aktivierung und Exposition gegeniiber
chronischen oder wiederkehrenden Stimuli verursacht wird. Die Erschopfung von T-Zellen
geht einher mit einer Verdnderung der Genexpression sowie einer verminderten Proliferation
und Produktion von Zytokinen, was insgesamt zu einer verminderten Aktivitit der T-Zellen
fithrt. Dieses Phdnomen wird bei chronischer Infektion wie HIV oder Hepatitis-B oder C
Infektion und bei verschiedenen Krebsarten beobachtet.(19) Beim hepatozelluliren Karzinom
konnte ein Zusammenhang zwischen der Expression von PD-1 auf CD-8 positiven T-Zellen
und der T-Zell-Erschopfung nachgewiesen werden. Im Tumorumfeld exprimieren die
Krebszellen PD-L1, und in einigen Féllen auch PD-L2. PD-L1 ist ein Ligand fiir PD-1. Wenn
PD-1 auf den T-Zellen mit PD-L1 auf den Krebszellen interagiert, wird ein inhibierendes Signal
ausgelost. Die Interaktion zwischen PD-1 und PD-L1 erzeugt ein inhibierendes Signal, das die
Aktivitdt der CD-8-positiven T-Zellen hemmt. Dieses inhibierende Signal kann zu einer
Erschopfung der T-Zellen fithren, wodurch ihre Funktion beeintrdchtigt wird. Die T-Zell-
Erschopfung, die durch die Interaktion von PD-1 mit PD-L1 gefordert wird, beeintréchtigt die
Immunantwort gegen das hepatozelluldre Karzinom. Die geddmpfte Funktion der CD-8-
positiven T-Zellen kann dazu fiihren, dass der Tumor nicht effektiv bekdmpft wird und sich
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weiter ausbreitet. (20) Der Checkpoint scheint also maf3geblich an der Immunevasion beteiligt
zu sein. Ein weiteres Beispiel bietet das Triple Negative Mammakarzinom (TNBC). Fiarbt man
Schnitte eines TNBC immunhistochemisch gegen PD-L1 an zeigt sich auch hier die deutliche
Expression des Liganden auf der gesamten Oberflidche (siche Abbildung 2) (21). Verbildlicht
schiitzt sich das Tumorgewebe wie ein Igel mit seinen Stacheln gegen die korpereigenen T-

Zellen.
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Abbildung 3: Mikrophotographien von Schnitten eines Triple negativen Mammakarzinoms nach
immunbhistochemischer Fiarbung auf PD-L1. Korrelation zwischen PD-L1-Expression und Priavalenz
von Tumor-infiltrierenden Lymphocyten (TIL). Die PD-L1 Expression und die Pravalenz von TIL sind
mit einem lingeren Gesamtiiberlegen und Krankheitsfreies Uberleben assoziiert. Quelle: AiErken, Shi
(21
)A) PD-L1 0+
B) PD-LI I+
C) PD-LI2+
D) PD-LI 3+

Inzwischen sind zahlreiche PD-1-Inhibitoren entwickelt worden, die die PD-1/PD-L1-

Interaktion blockieren und die T-Zell-Aktivierung und -Funktion wiederherstellen kdnnen.
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Diese stellen eine vielversprechende Form der Immuntherapie dar und haben bereits zu

signifikanten Verbesserungen der Behandlung verschiedener Tumorklassen gefiihrt (22).

1.3 Antikorper: die Therapien der Gegenwart und Zukunft
1.3.1 Was sind Antikdrper

Antikorper sind Teil des adaptiven Immunsystems und werden von Plasmazellen produziert.
Plasmazellen entstehen wiederum aus B-Lymphozyten, die nach Antigenkontakt proliferieren.
Ein Antikorpermolekiil setzt sich aus Aminosdureketten zusammen, zwei sogenannten
schweren und zwei leichten Ketten, die jeweils identisch sind. Zusammen bilden sie eine
konstante (Fragment crystallyzable; F.) und eine variable Region (Fragment variable; Fy) des
Antikorpers aus, die variable Region ist die Antigenbindungsstelle und spezifisch fiir den
jeweiligen Antikorper.

Es wird zwischen 5 Hauptklassen von Antikdrpern unterschieden:

1. IgG (Immunglobulin G) stellt die groBte Gruppe der Antikorper dar und ist bei vielen
Immunreaktionen beteilig. Durch ihre kleinere GréBe sind sie gut gewebegéngig, was
ihre Haufigkeit erkldrt. IgG sind u.a. plazentagéingig und bilden den sogenannten
Nestschutz von Neugeborenen aus, bevor sich das eigene Immunsystem ausgebildet hat.

2. IgM (Immunglobulin M) sind an der primidren Immunantwort beteiligt und weniger
spezifisch als IgG.

3. IgA (Immunglobulin A) werden konstant in Schleimhduten des Menschen sezerniert
und sind damit an der Erhaltung einer natiirlichen Barriere beteiligt.

4. IgE (Immunglobulin E) sind vor allem an der Abwehr parasitirer Erkrankungen
beteiligt und spielt eine Rolle bei der Entwicklung von Allergien.

5. IgD (Immunglobulin D) sind die seltenste Form der Antikdrper und ihre Funktion ist
nicht abschlieBend geklart. (5, 9, 23)
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Abbildung 4: Struktur eines Antikorpers. (23)

Links: Darstellung eines Antikérpers in Tertidrstruktur (2D) bestehend aus zwei schweren Ketten (blau) und
zwei leichten Ketten (rot), die zusammen die beiden variablen Domdnen Fa» mit der Antigenbindungsstelle
bilden sowie der Fc Domdne, die unter anderem an der Komplementaktivierung beteiligt ist.

Rechts: Schematische Darstellung eines IgG-Antikérpers.

1.3.2  Therapeutische Antikorper

Die ersten Methoden zur Herstellung spezifischer Antikdrper wurden bereits 1975 von Milstein
und Kohler beschrieben. Generell gibt es zwei Wege: Isolierung aus dem Uberstand von
Hybridomzelllinien oder Rekombinante Herstellung. Hybridomzelllinien entstehen aus der
Fusion von B-Lymphozyten mit z.B. Melanom Zellen. Dadurch sind sie fahig Antikorper mit
einer spezifischen Bindungsstelle in héheren Mengen zu sezernieren und sind gleichzeitig
leicht und stabil zu kultivieren. Die sezernierten Antikdrper konnen dann geerntet und fiir
therapeutische oder wissenschaftliche Zwecke angewandt werden. (24, 25) Bei der
Rekombinanten Herstellung (Klonierung) werden mit Hilfe von Restriktionsenzymen zwei
Expressionsvektoren, die fiir Variabel Heavy (VH) und Variabel Light (VL) codieren generiert.
Diese Expressionsvektoren werden in eine Expressionszellinie transfiziert, die dann in der Lage
ist, VH und VL herzustellen, zu einem Antikdrper zusammenzulagern und zu sezernieren
Beide Methoden wurden im Rahmen dieser Arbeit angewandt.

Die Entwicklung dieser Methoden im Jahr 1975 eroffnete neue Moglichkeiten der
therapeutischen Anwendung, da Antikorper nun spezifisch, beliebig und in groBerem Malstab
hergestellt werden konnten. Inzwischen finden sich die haufig als Immuntherapie bekannten
Antikorper in der Tumortherapie oder zur Therapie von Autoimmunerkrankungen (26). Ein

bekanntes Beispiel ist Pembrolizumab. Es handelt sich um einen gegen PD-L1 gerichteten
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Antikoérper und wird in der Therapie von Mammakarzinomen, Nicht-kleinzelliges
Lungenkarzinom (NSCLC), Malignen Melanomen und weiteren malignen Erkrankungen
eingesetzt. Strukturell entspricht Pembrolizumab einem humanisierten monoklonaler 1gG-
Antikorper, der durch seine Bindung an von Tumorzellen exprimiertes PD-L1 den Liganden
blockiert und die sonst ausgeloste T-Zell-Inhibition hemmt. (27) In einer Studie zu NSCLC
konnte gezeigt werden, dass sich unter der Therapie mit Pembrolizumab ein deutliche

verlingerte Uberlebensrate im Vergleich zur platinbasierten Chemotherapie ergibt. (28)
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2 Ziele

Ziel dieser Arbeit war die Generierung von Fusions-Antikdrpern mit spezifischer Bindung
eines transplantierten Organes und inhibitorischer Wirkung auf T-Zellen in unmittelbarer
Transplantatnihe.

Die angestrebte Bindestelle fiir die Antikorper sind MHCI oder I Komplexe. Durch die
Bindung der Rezeptoren sollen diese maskiert werden, so dass eine Erkennung und Bindung
durch T-Zellen erschwert wird.

Des Weiteren sollte die extrazellulire Doméne von PD-L1 oder PD-L2 an die Antikdrper
angehingt werden, wodurch eine Down-Regulation von T-Zellen in unmittelbarer Nahe
moglich wire. Durch die niedrigaffine Bindung zwischen PD-1 und PD-L1/2 soll keine
generelle Inhibition und Down-Regulation von T-Zellen verursacht werden.

Die Fusions-Antikorper wurden als chimére Antikdrper konstruiert mit spezifischer Bindung
an Rezeptoren der Mauslinie C57/BL/6, um eine in vitro und in vivo Testung im Mausmodell
zu ermdglichen. Eine Translation auf humane Bindearme soll nach abgeschlossener Testung
erfolgen.

Die entwickelten Fusions-antikorper werden im Folgenden als CAT; bezeichnet, was fiir

Checkpoint Activating T-cell Inhibitor steht.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

Wenn nicht explizit anders angegeben wurden alle fiir diese Arbeit verwendeten Chemikalien
bei Merck, Carl Roth oder Sigma Aldrich erworben. Restriktionsenzyme wurden bei New
England Biolabs oder Fermentas gekauft, die Zellkulturmedien bei Thermo Fischer und ATCC,

andere Zellkulturmaterialien bei Sarstedt.

3.1.1 E. coli Stamm

Zur Klonierung und Expression rekombinanter Proteine wurde der E. Coli Stamm ,,XL1-Blue*
verwendet, erworben bei der Firma Stratagene.
Genotyp: recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F proABlaclqgZAM15 Tnl10
(Tetr)].

3.1.2  Zelllinien

Tabelle 1: verwendete Zelllinien
Zelllinie Firma
AF688.5.3 (ATCC® HB158™) ATCC
AF6-120.1.2 (ATCC® HB-163™) ATCC

Expi293F™ Thermo Fisher Scientific

EG7 Zur Verfiigung gestellt von Sebastian Kobold,
erworben von DSMZ

B3Z Zur Verfiigung gestellt von Sebastian Kobold

MOLM-13 Zur Verfiigung gestellt von Sebastian Kobold

3.1.3 Vektoren

Tabelle 2: Vektoren, die zur Proteinexpression verwendet wurden

Vektor Firma

pFUSE-CHIg-mG2a Invivogen
pFUSE2-CLIg-mK Invivogen
pFUSE-CHIg-hG1 Invivogen
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pFUSE-CLIg-hK Invivogen
pSecTag2/Hygro C Life Technologies

Tabelle 3: Im Rahmen dieser Arbeit generierte Expressionsvektoren

Name Enthaltene Sequenzen Tag
RS046: aH2-xB-VL

HB158 VL auf human pFUSE light

chain with Hybridoma leader

sequence

RS47: aH2-«B-VH

HB158 VH auf human pFUSE

heavy chain IgG1 with Hybridoma

leader sequence

RS55: oH2-kBVL/mPD-L1ex
HB158 VL Bindekopf + mPD-

Llex @N-Terminus auf hpFUSE

CLIg mk, Hybridoma leader

sequence, g4s4 linker

RS57: oH2-«BVL/mPD-L1ex
HB158 VL Bindekopf + mPD-

L2ex @N-Terminus auf hpFUSE

CLIg mk, Hybridoma leader

sequence, g4s4 linker

RS40 Fc Tag IgG1 mPD-L1 scFV ~ mPD-Llex (IgG+IgV-fold) Fc
RS41 Fc Tag IgG1 mPD-L2 scFV ~ mPD-L2ex (IgG+IgV-fold) Fc
RS48 mPD-L1 Ig-like V-type in mPD-L1lex IgV-fold Fc

pSec (FC-Tag)

RS49mPD-L2 Ig-like V-type in mPD-L2ex IgV-fold Fc
pSec (FC-Tag)

3.1.4  Oligonukleotide
Alle Oligonukleotide wurden bei der Firma Metabion International AG produziert und

erworben.
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Tabelle 4: Zur Klonierung verwendete Primer

Name  Beschreibung Sequenz
RS001 mPD-Llex for N L CCACTGGTGACGCGTTTACTATCACGGCTCC
— == AAAGG

CATCTGAACATCCAGTTCTGGGATGATCAG

RS002 mPD-Llex rev N L CTCC
GATAGTAAACGCGTCACCAGTGGAACCTGG

RS003  CLIg mPD-L1 rev N AACC

RS004 CLIg mPD-L1 for N CCCAGAACTGGATGTTCAGATGACACAGAG

— - C
RS005 mPD- ggaggatctggecggcggcggctetggaggeggagectctGCGTT
Llex for C L linker TACTATCACGGCTCC
RS006 mPD-Llex rev C L CCTTTGTCTCTACAGTTCTGGGATGATCAGC
— == TCC
RS007 CLIg mPD- ccgecgecgecagatectectectecagaaccaccaccaccACAC
L1 rev C linker TCATTCCTGTTGAAGCTC
RS008 CLIg mPD-L1 for C CCCAGAACTGTAGAGACAAAGGTCCTGAGA
— - = GC

CCATGCAAATGCCCAGCACCTAACGCCGCG

RS009 (L234A, L235A) for GGTGGACCATCCGTCTTCATC
GATGAAGACGGATGGTCCACCCGCGGCGTT

RSO10 (L2344, L235A) rev AGGTGCTGGGCATTTGCATGG
GCAAGGTCAACAACAAAGACCTCGGAGCGC

RS013 | mut P323G for CCATCGAGAGAACCATC
GATGGTTCTCTCGATGGGCGCTCCGAGGTCT

RS014  mut P329G rev TTGTIGTTGACCTTGC

RS097 mPD-Llex FCtag for catggcgGCAGCGTTTACTATCACGGCTCCAAA
GG

RS098 mPD-Llex FCtag rev ccgaggccGACAGTTCTGGGATGATCAGC

RS099 ﬁ%ﬁig’;ﬁcmg CATCCCAGAACTGTCggcctcggggaccs

RS100 E; i]li)t;lc;i:);el:/(:tag GATAGTAAACGCTGCcgccatggecggetgg

RS101  mPD-L2ex FCtag for ccatggcgGCACTGTTCACAGTGACAGCC

RS102  mPD-L2ex FCtag rev ccgaggccGACCAGGTTCTGGGCACCTTGG

RS103 ﬁ%ﬁﬁ:’;ﬁcmg CAGAACCTGGTCggcctcgaggacce

RS104 E; iﬁ;gﬁ:?g}cmg CTGTGAACAGTGCcgccatggececggetgg

RS121 Eﬁ};ﬁ \Lﬂé ills?llgrilafgr CGGTgcCACCATGGTATCCACACCTCAG

RS122 Eﬁ};ﬁ \Lﬂé i“sﬁfgfﬁv GCAGCCACCGTCTTCAGTTCCAGC

RS123 g‘im;l?prFgngHcBLl ?fr GGAACTGAAGACGGTGGCTGCACCATCTG
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RS124

RS125

RS126

RS127

RS128

RS129
RS130
RS131
RS132
RS133
RS134
RS135

RS136

RS137
RS138
RS139
RS140
RS141
RS142
RS143

RS144

RS145

human pFUSE HB158
VL auf LC LSHCL rev
HB158 VH auf human
pFUSE IgG1 HC LSHCL
for

HB158 VH auf human
pFUSE IgG1 HC LSHCL
rev

human pFUSE IgG1
HB158 VH HC LSHCL
for

human pFUSE IgG1
HB158 VH HC LSHCL
rev

mPD-L1 IGV rev in pSec
pSec for mPD-L1 IGV
mPD-L2 IGV for in pSec
mPD-L2 IGV rev in pSec
pSec for mPD-L2 IGV
pSec rev mPD-L1 IGV
insert for

insert rev

vector for
vector rev
insert rev
insert for
vector for
vector rev

insert for
insert rev

vector rev

GGATACCATGGTGgcACCGGTGATCTC

CGGTGCCACCATGGACTCCAGGCTC

GGTGCTAGCAGCAGACACTGTGACCAG

CAGTGTCTGCTGCTAGCACCAAGGGCCCAT
C

GGAGTCCATGGTGGCACCGGTGATCTCAG

ccgaggccGACGTGATTCGCTTGTAGTCC
GCGAATCACGTCggcctcgggggcce
ccatggcgGCATTCACAGTGACAGCC
ccgaggccGATTTCACGGTCAGGTAC
GACCGTGAAATCggcctcgggggcecgg
CACTGTGAATGCcgccatggecggetgg
CTCCAGAGGTGCGTTTACTATCACGGCTCC
gecgecgecgecagatcctectectccagaaccaccaccaccCAG
TTCTGG
ggaggatctggeggcggcggctetggaggeggaggectctGATAT
TCTGCTG
GTAAACGCACCTCTGGAGGCTGGAATCC
cgccgecagatectectectccagaaccaccaccaccCGTGATT
CGCTTG
CTCCAGAGGTCTGTTCACAGTGACAGCC
gccgecgcecagatcctectectccagaaccaccaccaccCCAGG
TTCTGGGCAC
CTGTGAACAGACCTCTGGAGGCTGGAATCC
CCTCCAGAGGTTTCACAGTGACAGCCCCTA
AAGAGG
ccgecgecagatcectectectccagaaccaccaccacc TTTCAC
GGTCAGGTAC
GTCACTGTGAAACCTCTGGAGGCTGGAATC
C

Tabelle 5: Zur Sequenzierung verwendete Primer

Name Sequenz
LP23 TCTGCGCCGTTACAGATCCA
LP87 ATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAAC
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3.1.5 Aminosduresequenzen

Tabelle 6: Aminosiuresequenzen von Bindungskopfen und Liganden

Name Sequenz

Muriner Anti MHCI DILLTQSPAILSVRPGERVSFSCRASQSLGTSIHWYQQ

(H2k-b) Bindekopf RTDGSPRLLIKYASESISGIPSRFSGSGSGTDFTLSINSV

Leichte Kette ESEDIADYYCQQSNSWPITFGAGTKLELK

Muriner Anti MHCII DIVLSQSPSSLAVSVGEKVTMSCRSSQSLLNSRTRKN

(IAb) Bindekopf FLAWYQQKPGQSPKLLIYWASTRDSGVPNRFTGRGS

Leichte Kette GTDFALTISSVQAEDLAVYYCKQSYDLYTFGGGTKL
EIK

Anti MHCI DVQLVESGGGLVQPGGSRKLSCAASGFTFSSFGMHW

(Typ H2k-b) Bindekopf VRQAPEKGLEWVAYISSGSNTIYYADTVKGRFTISR

Schwere Kette DNPKNTLFLQMTSLRSEDTAMYYCALTTGSWFAYW
GQGTLVTVSA

Anti MHCII EVKLEESGGGLVQPGGSMKLSCVASGFTFTNYWMN

(Typ IAb) Bindekopf WVRQSPEKGLEWVAEIRLKSNNYAIYYAESVKGRF

Schwere Kette TISRDDSKSSVFLQMNNLRAEDTGIYFCTRHYGSTYG
WYFDVWGAGTTVTVSS

Extrazellulire Domine des AFTITAPKDLYVVEYGSNVTMECRFPVERELDLLA

murinen PD-L1 LVVYWEKEDEQVIQFVAGEEDLKPQHSNFRGRAS

LPKDQLLKGNAALQITDVKLQDAGVYCCISYGGAD
YKRITLKVNAPYRKINQRISVDPATSEHELICQAEGYP
EAEVIWTNSDHQPVSGKRSVTTSRTEGMLLNVTSS
LRVNATANDVFYCTFWRSQPGQNHTAELIIPELPATH

PPQNRTH
Extrazellulire Doméine des LFTVTAPKEVYTVDVGSSVSLECDFDRRECTELEGIRA
murinen PD-L2 SLQKVENDTSLQSERATLLEEQLPLGKALFHIPSVQV

RDSGQYRCLVICGAAWDYKYLTVKVKASYMRIDTRIL
EVPGTGEVQLTCQARGYPLAEVSW
QNVSVPANTSHIRTPEGLYQVTSVLRLKPQPSRN
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FSCMFWNAHMKELTSAIIDPLSRMEPKVPRTW

Humaner IgG1 Fe DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAL
PAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLT
CLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY
TQKSLSLSPGK

3.1.6 Kommerzielle Antikorper

Tabelle 7: Kommerzielle Antikorper, die fiir FACS Analyse und Western Blots verwendet wurden

Antigen Fluorophor Reaktivitit Isotyp Klon Firma

Kappa light HRP human Goat n.d. Bethyl

chain

IgG Fc HRP human rabbit n.d. Thermo

Scientific

IgG Fc FITC human Mouse IgG2a, HP6017 Biolegend
kappa

IgG Fc FITC murin Rat polyclonal IgG  Poly4060  Biolegend

PD-1 FITC murin Rat IgG2a, kappa  29F.1A12 Biolegend

3.1.7 Puffer und Medium
Tabelle 8: Standardmiilig verwendete Puffer fiir biochemische Methoden und Zellkultur

Puffer Inhaltsstoffe

10x PBS (11) 80g NaCl, 2g KCl, 14.4g Na,HPO4 x 2 H>0, 2g KH>PO4 (pH
7.4)

I1x PBS-T (11) 100ml 10x PBS, 0.1% (v/v) Tween-20

Ix Transferpuffer 25mM Tris, 192mM Glycin pH 8.3, 20% EtOH
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Coomassie Farbung 50% Ethanol, 7% Essigsdure, 0,2% Coomassie Brilliant Blue
R250

20x ECL Losung 2M Tris (pH 8.5)

1x ECL Losung (10ml) 10ml 20x ECL Losung, 3ul H2O», 25ul Cumarinsiure, 50ul
Luminol

FACS Puffer 1% (v/v) FBS und 1x PBS

Waschpuffer 50mM TrisHCI (pH 7.0)

Neutralisationspuffer IM Tris (pH 9.0)

Eluationspuffer 2.1g Zitronensdure in 90ml H>O, x ml NaOH bis pH 3.0

Tabelle 9: Verwendetes Medium und Puffer fiir E.Coli

Medium Inhaltsstoffe
LB Medium (11) 10g bacto tryptone, 5g Hefeextrakt, 5g NaCl, 1.3ml NaOH
LB Agar (11) LB medium + 15g Agar

3.1.8 Technische Gerite
Tabelle 10: Verwendete Gerite

Gerit Firma

Ackta Purifier 10, Explorer, Basic, FPLC GE Healthcare
Agarose Gelelektrophorese System Bio-Rad
Amersham™ Imager 600 GE Healthcare

Zellkultur laminar flow

Countess

Guava Easy Cyte 6HT

HeraCell CO; incubator

Innova 44 shaker

Inverted laboratory microscope Leica DM IL LED
Microplate reader Infinite M1000 Pro

Mini-Trans Blot® electrophoretic transfer cell

BDK Luft- und Reinraumtechnik
GmbH

Thermo Fisher Scientific

Merck Millipore

Thermo Scientific

New Brunswick Scientific

Leica

Tecan

Bio-Rad
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Mr. Frosty Kiihlbehalter
Multitron Zellinkubator Infors HT
Nanodrop ND-1000

Novex® NuPAGE® SDS-PAGE Gel System

Thermo Fisher Scientific

Peqlab Biotechnologies GmbH

Thermo Fisher Scientific

pH-meter 766 Knick
Rotanta 460 RT Zentrifuge Hettich
Sartorius Waage LE 22025 Sartorius AG
Sorvall RC6+ Zentrifuge Thermo Scientific
T personal thermocycler Biometra
Tischzentrifuge Eppendorf
Thermomixer comfort Eppendorf
Tycho NT.6 Nanotemper

3.1.9 Software

Tabelle 11: Verwendete Software
Name Firma
Ape — A plasmid Editor version M. Wayne Davis
Snapgene® version GSL Biotech LLC
Graph Pad Prism version GraphPad Software Inc.
InCyte Software version Merck Millipore
FlowlJo test version BD

PyMOL Molecular Graphics System version

Schrédinger, LLC

3.2 Methoden

3.2.1 Antikorperdesign

Die Antikdrper CATil und CAT;2 wurden mit Hilfe der APE — A Plasmid Editor Software
entworfen. Die Gensequenzen der VL und VH , sowie die ,,constant heavy* (CH)-1-, CH2- und

CH-3-Doméne, stammen aus der Sequenzierung von Antikoérpern gegen H2-kb, welche von der
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Hybridomzelllinie HB158 (ATCC) exprimiert werden. Hierfiir wurden die aus Hybridomlinien
gewonnenen Antikorper (siche Kapitel 3.4.1) von dem kommerziellen Anbieter Absolute
Antibody sequenziert. Nach Anpassung der Sequenzen fiir die spitere Expression im Hek-293-
System (siehe Kapitel 3.4.3) wurden diese bei der Firma GeneArt kduflich erworben.

Das Backbone der Antikorper ist human, bestehend aus einer leichten Kette Typ kappa und
einer schweren Kette Typ IgG1l und wurde bei Invivogen erworben. Am N-Terminus der
leichten Kette befindet sich, verbunden durch einen (G4S)s-Linker, fiir CATil die extrazellulire
Doméne des murinen PD-L1 (MPD-L1¢x) und fiir CAT;2 die extrazelluldre Doméne des murinen
PD-L2 (MPD-L2c). Die Sequenzen fiir die extrazellulire Doméne des murinen PD-L1 und PD-

L2 wurde entsprechend der verdffentlichten Sequenzen verwendet (29).

3.2.2 Klonierung

Die angewandten Klonierungsmethoden, bestehend aus schnittstellenspezifischem Schneiden
durch  Restriktionsenzyme,  Dephosphorylierung,  anschlieBender  Ligation  und
Gelelektrophorese, wurden nach nachfolgendem standardméfBigem Protokoll durchgefiihrt.
(30) Kommerzielle Kits wurden nach Herstellerangaben verwendet. Hierunter fallt die Isolation
von Plasmid DNA aus E.coli XL-1 blue unter Verwendung des NucleoSpin® Plasmid
EasyPure kits (MACHEREY-NAGEL) oder des QIAfilter Plasmid Midi Kit (Qiagen). Zur
Extraktion von DNA aus Agarosegelen wurde das NucleoSpin® Gel and PCR clean-up kit
(MACHEREY-NAGEL) verwendet.

Die Korrektheit der DNA-Sequenzen wurde durch Sequenzierung bei Eurofins Genomics

gepriift.

3.2.3 PCR und Mutagenese

Die cDNA-Sequenz fiir mPD-L1ex wurde mittels PCR aus der cDNA von Fibroblasten aus
Maiuseembryonen generiert. Die cDNA-Sequenz flir mPD-L2cx wurde mittels Gensynthese
hergestellt (GeneArt) erworben.

Um neue Abschnitte in die Plasmid-DNA einzufiigen oder vorhandene zu entfernen, sowie zur
Punktmutation, wurde ,,Site-directed” Mutagenese angewandt. Hierfiir wurden zwei Primer
genutzt, vom 3° und vom 5° Ende um die Mutation ausgehend und einer Lange zwischen 20

und 40bp, wobei die beiden sich um mindestens 20bp iiberlappten.
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Fiir die PCR wurden standardmafig 10-100ng der DNA-Vorlage mit 10ul Phusion Flash High-
Fidelity PCR Master-Mix (Thermo Fisher Scientific) (2x), 1l des ersten Primers (Verdiinnung
1:10), 1ul des zweiten Primers (Verdiinnung 1:10), 0,6ul DMSO und 6,4ul destilliertes Wasser
in PCR-sample-Rohrchen pipettiert und vermischt. Folgendes PCR-Programm wurde
verwendet:

1. 95°C - 5 Minuten
2. 98°C - 1 Minute
3. 72°C - 30 Sekunden
4. 72°C - 2 Minuten
5. 29x Schritt 2 bis 4 wiederholen
6. 72°C - 10 Minuten
7. 16°C — Abkiihlen

Anschliefend wurde je 1ul DPN1 zum Vektorverdau zugegeben und bei 37°C im Hitzeblock
inkubiert. Im néchsten Schritt wurde zu jedem PCR-Produkt je 5yl 6x-Ladungspuffer
hinzugefiigt, die Proben in ein 1%iges-Agarosegel aufgetragen und dieses fiir 30 Minuten an
100V Strom angeschlossen. Das Agarosegel wurde in einer UV-Kammer begutachtet und die
entsprechenden Banden mit einem Skalpell ausgeschnitten, um diese anschlieBend mit dem
,Nucleo-Spin Gel and PCR-Purification Kit* nach entsprechendem Protokoll des Herstellers

aufzureinigen.

Als néchster Schritt folgte ein Gibson Assembly, wodurch die zwei entstandenen Anteile des
Vektors fusioniert werden sollten. Hierfiir wurden 7,5ul Gibson-Master-Mix mit
entsprechenden Mengen des Vektors, bzw. der einzufiigenden Sequenz, vermischt und bei 50°C

im Hitzeblock fiir eine Stunde inkubiert.

Um sicher zu stellen, dass keine Immunantwort durch den Fc-Teil der Antikorper ausgelost

wird, wurden die géngigen Silencing-Punktmutationen P329G, L234A, L235A eingefiigt. (31)

Die korrekte Assemblierung und Mutation wurde nach Transformation in E. coli (siehe Kapitel
1.3.1) durch eine Kolonie-PCR und DNA-Sequenzierung kontrolliert. Fiir die Kolonie PCR

wurden einzelne Bakterienkolonien ausgewihlt und als Template fiir die PCR verwendet.
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Tabelle 12: Verwendete DNA-Sequenzen der variablen Regionen fiir leichte und schwere Ketten.

DNA Sequenz

o- H2-xB leichte Kette

o- H2-xB schwere Kette

o- IAD leichte Kette

ao- IAb schwere Kette

ggcccageeggecatggcgGACATCTTGCTGACTCAGTCTCCAG
CCATCCTGTCTGTGCGTCCAGGAGAAAGAGTCAGTTT
CTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGCCTTGGCACAAGCATA
CACTGGTATCAGCAAAGAACAGATGGTTCTCCAAGGC
TTCTCATAAAATATGCTTCTGAGTCTATCTCTGGGATC
CCTTCCAGGTTTAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATT
TTACTCTTAGCATCAACAGTGTGGAGTCTGAAGATATT
GCAGATTATTACTGTCAACAAAGTAATAGCTGGCCAA
TCACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTGGAGCTGAAA

GATGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTAGTGC
AGCCTGGAGGGTCCCGGAAACTCTCCTGTGCAGCCTC
TGGATTCACTTTCAGTAGCTTTGGAATGCACTGGGTTC
GTCAGGCTCCAGAGAAGGGGCTGGAGTGGGTCGCATA
CATTAGTAGTGGCAGTAATACCATCTACTATGCAGAC
ACAGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAATC
CCAAGAACACCCTGTTCCTGCAAATGACCAGTCTAAG
GTCTGAGGACACGGCCATGTATTATTGTGCACTTACG
ACGGGGTCCTGGTTTGCTTACTGGGGCCAAGGGACTC
TGGTCACTGTCTCTGCAtcggcectcgggggee

ggcccageeggecatggcgGACATTGTGCTGTCACAGTCTCCAT
CCTCCCTGGCTGTGTCAGTAGGAGAGAAGGTCACTAT
GAGCTGCAGATCCAGTCAGAGTCTGCTCAACAGTAGA
ACCCGAAAGAACTTCTTGGCTTGGTACCAGCAGAAAC
CAGGGCAGTCTCCTAAACTCCTGATCTACTGGGCATC
CACTAGGGATTCTGGGGTCCCTAATCGCTTCACAGGC
AGGGGATCTGGGACAGATTTCGCTCTCACCATCAGCA
GTGTGCAGGCTGAAGACCTGGCAGTTTATTACTGCAA
ACAATCTTATGATCTGTACACGTTCGGAGGGGGGACC
AAGCTGGAAATAAAA

GAGGTGAAGCTTGAGGAGTCTGGAGGAGGCTTGGTGC
AACCTGGAGGATCCATGAAACTCTCCTGTGTTGCCTCT
GGATTCACTTTCACTAACTATTGGATGAACTGGGTCCG
CCAGTCTCCAGAGAAGGGGCTTGAATGGGTTGCTGAA
ATTAGATTGAAGTCTAATAATTATGCAATATATTATGC
GGAGTCTGTGAAAGGGAGGTTCACCATCTCAAGAGAT
GATTCCAAAAGTAGTGTCTTCCTGCAAATGAACAACT

TAAGAGCTGAAGACACTGGCATTTACTTCTGTACCAG

GCACTACGGTAGTACCTACGGCTGGTACTTCGATGTCT
GGGGCGCAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAtcggccte

gg8gecee
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3.3 Mikrobiologische Methoden

3.3.1 Transformation in E.coli

Nach langsamem Auftauen der XL-1 blue E.coli-Bakterien in EppendorfgefaBen wurden diese
mit der jeweiligen Vektor-DNA vermischt. Nach einer 15-miniitigen Inkubationszeit auf Eis,
gefolgt von 45 Sekunden Hitzeschock bei 42°C, erfolgte eine erneute kurze Ruhephase von 2
Minuten auf Eis. Nach der Zugabe von 600ul vorgewdrmten LB-Agar pro Eppendorfgefil3
wurden die E.coli mit der Vektor-DNA bei 37°C fiir eine Stunde im Schiittler inkubiert und im
Anschluss bei 3000g fiir zwei Minuten zentrifugiert. Nun wurde der Uberstand verworfen, das
Zellpellet im verbliebenen Medium resuspendiert und anschlieBend auf LB-Agar-Platten mit
vektorentsprechendem Antibiotikazusatz (siehe Tabelle 12) ausplattiert. Die benetzten Platten
wurden im Brutschrank bei 37°C iiber Nacht belassen, die Kolonien im Anschluss ausgewertet
und auf Richtigkeit der Klonierung durch Sequenzierung gepriift. Hierfiir erfolgte die
Durchfiihrung von Kolonie-PCRs und anschlieBende DNA Sequenzierung.

Tabelle 13: Antibiotika, Konzentration

Antibiotika Konzentration
Zeocin 25 pg/ml
Blastizidin 100 pg/ml
Ampicillin 100 pg/ml

3.4 Zellkultur

3.4.1 Antikdrpergewinnung aus Hybridomzelllinien HB158 und HB162

Die Hybridomzelllinien HB158 und HB162 wurden gemiB Herstellerangaben und in
speziellem Medium (ATCC®) in Kultur genommen. Nachdem die Zellen eine stabile
Wachstumsrate und Viabilitit von iiber 90% erreichten, wurde der Uberstand geernet, in
fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C in Eppendorfgefilen gelagert. Die Zellzahl und
Viabilitit wurde durch Féarbung mit Tryptanblau und héndischer Auszdhlung in einer

Zahlkammer nach Neubauer bestimmt.
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Die Zellen wurde an Absolute Antibody iibermittelt und eine Sequenzanalyse der Antikorper

durchgefiihrt.

3.4.2 Splenozyten

Zur Gewinnung von murinen Splenozyten wurden Milzen von Méusen der Linie C67Bl/6
verarbeitet, diese wurden freundlicherweise durch die AG Bazin zur Verfiigung gestellt. Um
eine Zellsuspension herzustellen, wurde die Milz einer Maus entnommen und in einem 50ml
Falcon gekiihlt auf Eis transportiert. Im Anschluss wurde das Gewebe mit Hilfe eines Stempels
einer 2ml Spritze durch ein 100pum Zellsieb gedriickt. Dann wurde das Zellsieb mit 10-15ml
PBS gespiilt, um verbliebenes Gewebe aus dem Sieb zu l6sen. Das gesiebte Gewebe wurde in
einem 50ml Falcon aufgefangen und nun bei 400g fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und 1-5ml Erythrolyse-Puffer hinzugegeben. Nach einer zweiminiitigen
Inkubationszeit und ausgiebigem Mischen mit dem Vortex-Gerit wurde die Erythrolyse durch
Zugabe von 10ml PBS gestoppt. Die Suspension wurde erneut durch das Zellsieb gegeben,
erneutes Nachspiilen mit 5Sml PBS und Zentrifugation. Der Uberstand wurde wieder verworfen
und das Pellet in 5-10ml PBS resuspendiert. Im Anschluss konnten die Splenozyten gezéhlt und

weiterverwendet oder eingefroren werden.

3.4.3 Rekombinante Proteinexpression in HEK293-basiertem Expressionssystem
Zur Expression der Antikorper CATil und CAT;i2 und deren Vorgidnger wurde das Expi-293F-
System genutzt. Am Tag vor der geplanten Expression wurden die Zellen auf eine Zellzahl von
2x10° Zellen/ml verdiinnt.
Expi293™ (Thermo Fischer Scientific) stammen von HEK293-Zellen ab und wurden als
Suspensionskultur in Expi293™-Expressionsmedium in Erlenmayerkolben (Corning) bei
125rmp im 37°C-Schiittelinkubator in Kultur gehalten. Die Kultur wurde in einer
Konzentration zwischen 0,5-6x10° Zellen/ml gehalten. Die Auszéhlung und Bestimmung der
Viabilitit erfolgte ebenfalls durch Farbung mit Tryptanblau und eine automatische Auszéhlung
mittels Countess Cell Counter (Thermo Fisher Scientific).
Fiir eine Testexpression wurden je 700ul der Zellen am Tag der Expression in eine 24-well-
Platte gegeben. In Eppendorfgefilen wurde insgesamt je 0,7ul mRNA (variables Verhiltnis
von schwerer zu leichter Kette fiir Antikorper) mit 35ul OptiMEM vermischt. Separat wurden
1,9ul ExpiFectamine293 mit weiteren 35ul OptiMEM in ein Eppendorfgefdll gegeben und 5
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Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die verdiinnte mRNA mit dem
verdiinnten ExpiFectamine vermischt, weitere 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und
zuletzt zu einem mit Zellsuspension befiilltem Well gegeben und wiederum vorsichtig mit der
Pipette gemischt.

Die transfizierte Platte wurde dann im Schiittelinkubator bei 37°C belassen. Nach 18-24 Stunde
wurden 3,5ul Enhancer I und 35ul Enhancer I zu jedem Well gegeben und die Platte fiir
weitere 4-6 Tage im Schiittelinkubator inkubiert.

Fiir eine Expression in hdherem Volumen wurden die Mengen verhiltnismiBig angepasst und

Zellkulturflaschen statt Well-Platten verwendet.

3.44 T-Zell-Linien fir FACS und ADCC — EG7

Fiir die spétere Analyse der spezifischen Bindung der Antikdrper CAT;l und CAT;2 wurde die
T-Zell-Linie EG7 gewdhlt, die von Black-6-Méusen abstammt und deshalb das H2-kB- und I-
Ab-Molekiil und zusétzlich den PD-1-Rezeptor auf ihrer Zelloberfldche exprimieren. Diese
wurde freundlicherweise von Sebastian Kobold zur Verfiigung gestellt. Die Zelllinie wurde
nach dem Auftauen als Suspensionskultur in RPMI mit Zugabe von 10% FBS und 0,1% Hepes

in einer Konzentration von 0,2x10%ml in Kultur gehalten.

3.5 Protein-biochemische Methoden

3.5.1 Proteinaufreinigung mit Protein A
Die Proteinaufreinigung mit Protein A wurde nach einem Standardprotokoll ausgefiihrt. Die
Zellsuspension der Expi-293-Zellen wurden in 50ml Falcon-R&hrchen iiberfiihrt und bei 1600g
fiir 3 Minuten zentrifugiert. Im Anschluss wurde der Uberstand in neue 50ml Falcon-R6hrchen
geschiittet, 500ul Protein-A-Beads hinzugegeben und im Rotator iiber Nacht inkubiert. Am
néchsten Tag wurden die Falcon-Rohrchen bei 3000rpm und 4°C fiir 5 Minuten zentrifugiert
und der Uberstand in neue Falcon-Réhrchen abgegossen. Die Aufreinigungssiule wurde mit
500l Waschpuffer equilibriert. Im ersten Schritt wurden die Protein-A-Beads ohne Zusatz in
die Sdule gegeben und der Durchlauf in einem Eppendorfgefdll aufgefangen. Im Weiteren
wurden 500ul Waschpuffer zur Sdule gegeben und wiederum der Durchlauf in einem
Eppendorfgefdll aufgefangen. Dieser Schritt wurde drei weitere Male wiederholt. Im letzten
Schritt wurde Eluationspuffer hinzugegeben und der Durchlauf wurde zur Neutralisation des
pH-Wertes (pH=7) mit Neutralisationspuffer versetzt. Nun wurde ein SDS-PAGE mit den
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Fraktionen aus Waschung und Eluation wie unter 3.7.2 beschrieben durchgefiihrt, um zu
ermitteln, in welchen sich Proteinanteil befand und um die Reinheit zu iiberpriifen. Die
ausgewdhlten Fraktionen wurden daraufhin in einem Konzentrator zusammengefiihrt und auf
ein Volumen von circa 500ul reduziert und konzentriert. Die Proteinkonzentration wurde durch
Absorption bei 280nm mit dem Nanodrop ND-1000 (Peqlab Biotechnologies) gemessen. Im
Anschluss wurden die Proteine in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C

aufbewabhrt.

3.5.2 Denaturierende Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Evaluation der Proteine wurde die denaturierende Polyacrylamid Gelelektrophorese
angewandt. Hierzu wurden je 20pl jeder Protein-Fraktion mit je 20ul 4x-Ladungspuffer
vermischt. Als Néchstes wurden die Proben bei 95°C fiir 5 Minuten im Hitzeblock denaturiert
und dann zentrifugiert, bevor das SDS-Gel mit den Fraktionen beladen wurde. Fiir jedes Gel
wurde eine Protein-Grofenleiter (Page-Ruler Unstained oder Prestained Protein Ladder,
Thermo Fisher Scientific) und eine Positiv-Kontrolle zugefiigt. Fiir die SDS-Page wurden 4-
20% Bis-Tris Gele des RunBlue SDS-PAGE Gel Systems (Expedeon) genutzt. Die
Gelelektrophorese wurde mit 120V fiir 10 Minuten gestartet und die Spannung auf 160V erho6ht
bei einer Laufzeit von insgesamt einer Stunde.

Im Anschluss wurde das SDS-Gel entweder mit Coomassie Brilliant Blue-Fiarbung fiir

mindestens 30 Minuten gefdrbt und in Wasser entfdrbt oder fiir Western Blots verwendet.

3.5.3 GroBenausschluss-Chromatographie (SEC)

Die GroBenausschluss-Chromatographie dient der genauen Auftrennung der Proteine nach
ihrer Grof3e. Die Proteine konnten in Verwendung einer Superdex 200 10/300 GL Saule (GE
Healthcare) getrennt werden. Anhand des Chromatogramms kdnnen Fraktionen ausgewdéhlt
werden, die Protein enthalten. Diese Fraktionen wurden in einem weiteren SDS-Gel analysiert
und anschlieend gepoolt und konzentriert.

Anschlieend wurden sie in ein Eppendorfgefidl iiberfiihrt und in fliissigem Stickstoff

eingefroren und bei -80°C aufbewahrt.

3.5.4 Western Blot

Ein Western Blot wurde zum Proteinnachweis einer Test- oder Ernte-expression genutzt.

34



Entwicklung eines Fusionsantikorpers zur lokalen Immunsuppression

Zuerst wurde ein SDS-PAGE (siehe Kapitel 3.7.2) bis zur Fiarbung durchgefiihrt. Das Gel
wurde nun in Transferpuffer equilibriert bevor dieses geblottet wurde. Hierflir wurden
vorgefertigte Western-Blot-Sandwiches (BioRad) verwendet.

Die PVDF-Membran wurde fiir flinf Minuten in ausreichend PBST bei Raumtemperatur
gewaschen und anschlieend fiir eine Stunde in PBST mit 3% Milchpulver geblockt. Es folgte
ein erneuter Waschschritt. Als Nichstes wurden entsprechende Anti-Leichte-Kette-HRP-
Antikorper und Anti-Schwere-Kette-HRP-Antikorper in je 10ml PBST mit 3% Milchsdure in
Verdiinnung nach Herstellerangabe zugegeben und fiir eine Stunde inkubiert. Darauf folgten
drei 10-miniitige Waschschritte in PBST. Zuletzt wurde die PVDF-Membran in 10ml
Entwicklerlosung eingelegt und die Chemolumineszenz im digitalen Filmentwickler

(Amersham™ Imager 600, GE Healthcare) gemessen.

3.6 Durchflusszytometrie

3.6.1 Detektion von PD-1 auf Black-6-T-Zell-Linien

Zur in-Vitro-Testung der Antikdrper CATil und CATi2 wurde eine von Black-6-Médusen
abstammende T-Zell-Linie benétigt, die PD-1 auf ihrer Oberflidche exprimiert. Hierfiir kamen
mehrere Zelllinien in Frage, EG7 und B3Z konnten freundlicherweise von Kolleg: innen zur
Verfiigung gestellt werden. Um ihre PD-1 Expression zu analysieren wurde die Zelllinien in
einer Konzentration von 2x10° Zellen/Well in eine 96-Well-Platte gegeben, insgesamt wurden
je 3 Wells mit EG7 und B3Z befiillt, jeweils ein Well fiir eine ungefiarbte Kontrolle, fiir die
Isotypenkontrolle und fiir die Farbung mit einem Anti-PD-1 Antikorper (Biolegend). Als
nichstes wurden die Platten bei 120g fiir fiinf Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde
vorsichtig mit der Pipette entfernt und die entstandenen Zell-Bodensitze entweder in FACS-
Puffer (200ul) (Ungefirbte Kontrolle), Isotyp-Antikorper (30ul) oder Anti-PD-1-Antikorper
(30ul) resuspendiert. Es folgte eine Inkubation fiir 30 Minuten im Kiihlschrank. Die Wells
wurden auf 200ul mit FACS-Puffer aufgefiillt und die Platten erneut bei 120g fiir fiinf Minuten
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 200ul FACS-Puffer resuspendiert,
um die noch ungebundenen Antikdrper abzuwaschen und den Féarbeprozess zu beenden. Im
Anschluss wurde mit dem Guava easyCyte 6HT Gerit (Merck, Millipore) gemessen. Die
Verhéltnisse der Mittleren Fluoreszenz Intensitit (MFI) wurde aus der medianen

Fluoreszenzintensitit zum Median der Isyotypkontrolle errechnet.
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3.6.2 Bindungs-FACS und Dissoziationskonstante ,,Kp*

Um die hochaffine Bindung der Antikdrper-Konstrukte CATil und CAT2 an H2-kb zu
evaluieren erfolgte eine Durchflusszytometrie. Der Vorldufer-Antikorper CAT, der keine N-
terminal angehéngten inhibitorische Komponenten besitzt, wurde zur Differenzierung
zwischen Bindung an H2-kb und Bindung an den PD-1-Rezeptor genutzt.

Fiir das einfache Bindungs-FACS wurden 2x10° Zellen der Linie EG7 mit je 15mg/pl in 30ul
in FACS-Puffer gelostem Antikorper CAT, CATil oder CAT;i2 fiir 30 Minuten bei -4°C
inkubiert. Darauf folgte ein Waschschritt mit je 200ul FACS-Puffer und der Zellbodensatz im
Anschluss mit einem FITC Anti-human-IgG-FC Antikorper (BioLegend) in der Verdiinnung
1:100 resuspendiert und erneut fiir 30 Minuten bei -4°C inkubiert. Nach zwei weiteren

Waschschritten wurde mit dem Guava easyCyte 6HT Gerit (Merck, Millipore) gemessen.

Um die Bindung der Hybridomantikorper an Splenzozyten zu verifizieren, wurden 1x10°
Splenozyten, entweder der Mauslinie CD57/Bl6 oder BALB/c, in 100ml FACS Puffer
suspendiert. Die Hybridomantikdrper wurden mit dem Zenon Mouse IgG2a Labeling Kit
gemil der Herstellerangaben markiert. Der markierte Hybridomantikérper wurde mit den
Splenozyten fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur oder -4°C im Dunklen inkubiert, zwei Mal

mit PBS gewaschen und gemessen .

Fir die Bestimmung des ,,Kp“-Wertes wurde das gleiche Versuchsprotokoll genutzt. Die
Antikorper wurden in einer Konzentration von 0,1-15ug/ml verwendet.
Es handelt sich um keine echte Dissoziationskonstante Kp, da alle Antikdrper zwei Bindestellen

besitzen und damit kein 1:1 Verhéltnis zwischen Rezeptoren und Liganden besteht.

3.7 In Vitro Assays

3.7.1  Temperaturstabilitit

Zur Analyse, ob die Antikorper CATil und CAT;2 bei Korpertemperatur stabil sind, wurden je
5 Proben & 7ul in EppendorfgefdBen bei 37°C inkubiert und an Tag 0, 3, 6, 10 und 14
entnommen und eingefroren. Nach 14 Tagen wurden alle Proben aufgetaut und eine SDS-

PAGE durchgefiihrt.

36



Entwicklung eines Fusionsantikorpers zur lokalen Immunsuppression

3.7.2 Antikorperabhédngige zellvermittelte Zytotoxizitdt (ADCC)

Ob eine erfolgreiche Silencing-Mutation erfolgen konnte und dementsprechend keine
Immunantwort durch den FC-Teil der Antikdrper CATil und CAT;i2 ausgelost wird. Die
Fahigkeit ADCC auszuldsen, wurde in einem Assay iiberpriift.

Als Zielzellen fir CATicontrol, CATil und CATi2 wurde die Linie EG7 verwendet, fiir die
indirekte Positivkontrolle mit LP47 (aCD33-Antikérper) MOLM-13-Zellen. Humane NK-
Zellen konnten aus PBMCs gewonnen werden, diese wurden freundlicherweise von der AG
Subklewe, LP47 wurde freundlichweise von Laia Pascual-Ponce (AG Hopfner), MOLM-13-
Zellen von DSMZ zur Verfiigung gestellt.

Die Zielzellen wurden auf 1x10%/ml in RPMI mit 10% FBS verdiinnt und mit 1ml Calcein fiir
30 Minuten im Hitzeblock inkubiert und dadurch markiert. Danach wurden die Zielzellen 3-
mal in Medium gewaschen und nun auf eine Konzentration von 2x10° Zellen/ml verdiinnt. Die
NK-Zellen wurden gezihlt und auf eine Konzentration von 4x10° Zellen/ml verdiinnt.

Fiir den Versuchsansatz wurden eine 96-V-Well-Platte verwendet und Triplette aus je 100ul
RPMI mit 50ul markierten Zielzellen (10.000 Zellen/well), 50ul NK-Zellen (20.000
Zellen/well) und 10nM des jeweiligen Antikorpers in 2ul Volumen verwendet.

Als Kontrollen wurden Folgende Kombinationen je als Triplette angesetzt:
1. BG+NK: 100ul RPMI+10%FBS + 50ul markierte Zielzellen + 50ul NK-Zellen

2. BG-NK: 150ul RPMI+10%FBS + 50ul markierte Zielzellen

3. MAX-Lyse: 100ul RPMI+10%FBS + 50ul markierte Zielzellen + 50ul RPMI+10%FBS
+10% Triton.

Die Platte wurde fiir 4 Stunden bei 37°C inkubiert, und anschlieBend bei 400g fiir fiinf Minuten
zentrifugiert. 100pl des Uberstandes jedes Wells wurden vorsichtig in eine schwarze 96-well-
Platte transferiert und die Lyse durch die Messung der Fluoreszenz des freigesetzten Calcein
aus lysierten Zielzellen im Microplate reader Infinite M1000 Pro (Tecan) ausgelesen.

Die spezifische Lyse wurde im Anschluss durch folgende Formel berechnet:

Spegifische L _ Fluoreszenz (Probe) — Fluoreszenz (BG + NK) % 100
pezifische Lyse = Fluoreszenz (MAX Lyse) — Fluoreszenz (BG)

Die Ergebnisse wurden in einer Dosis-Wirkungs-Kurve dargestellt.
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3.7.3 Tycho

Zur Messung der Temperaturstabilitit wurden je 10pl der aufgereinigten Antikdrper in
Glaskapillaren gegeben und im Tycho (Nanotemper) ausgewertet. Diese Methode wurde unter
anderem verwendet, um zu evaluieren, ob sich die Proteinqualitdt durch Einfrieren und
Auftauen verdnderte und wurde dementsprechend vor der Verwendung der generierten

Antikorper in anderen Versuchen angewandt.
3.8 Statistische Analyse

Zur Erstellung von Graphen und statistischen Analyse wurde die GraphPad Prism Software

(GraphPad Software Inc.) verwendet.
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4 FErgebnisse

4.1 Design der Antikorper

Ziel war die Expression mehrerer Antikorper mit hochaffiner, spezifischer Bindung des Major
Histocompatibility Komplexes (MHC) I oder des MHCII und einer niedrigaffinen Bindung an
PD-1. Die Bindung der MHC soll eine Maskierung der spenderspezifischen und damit primér
empfingerfremden Rezeptoren bewirken. Ein gerichteter Angriff auf PD-1 exprimierenden
Zellen sollte durch die niedrigaffine Bindung nicht erfolgen, lediglich T-Zellen in unmittelbarer
Néhe der bereits gebundenen Antikorper sollen durch die Aktivierung des Checkpoints
inhibiert werden.

Die Transplantation verschiedener Organe von C57BL/6 Miusen auf Balb/c Mduse ist ein
gangiges Modell (32). Es wurde im Hinblick auf spétere Versuche die Molekiile H2-kB und
IAb, abstammend von C67BL/6, als Zielangriffspunkte gewihlt. Dementsprechend mussten die
variablen Regionen der neuen Fusionsantikdrper jenen entsprechen, die an H2-xB und [Ab
binden. Solche Antikdrper werden von den Hybridomzelllinien HB158 und HB163 (ATCC)
exprimiert.

Die DNA-Sequenzierung der Hybridom-Antikorper wurde bei der Firma Absolute Antibody
durchgefiihrt. Nach Optimierung der urspriinglichen Sequenzen (Tabelle 12) fiir die Expression
im Expi293™-System, wurden diese bei Gene-Art erworben, um sie fiir die Klonierung

verwenden zu konnen.

Zur Vereinfachung der Entwicklung wurde primér der Entwurf zur Bindung an H2-«xB verfolgt.
Wir entwickelten somit die Checkpoint-Activating-T-Cell-Inhibitor-Antikdrper (CAT;). Die
angehingte T-Zell-inhibitorische Komponente entspricht bei CATil mPD-L1ex, und bei CAT;i2
mPD-L2x Beide sind jeweils durch einen (G4S)s Linker mit dem N-Terminus des Antikorpers
verbunden, wodurch eine Bindung an H2-kB nicht beeintridchtigt und gleichzeitig Flexibilitat

gewihrleistet wird.
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lokale T-Zell-Inhibition
mmPD-L1ec mmPD-L2ex

spezifische Bindung aMHCI
Transplantat aMHcll
FCsilenced FCsilenced

@

O

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Antikorperformate.

A: Antikorper der Klasse 1gG. Der Fc-Anteil (dunkelgrau) wurde durch Punktmutationen gesilenced. Angehdngt
sind immunsuppressive Komponenten durch G454 Linker am N-Terminus der variablen Domdne des
Antikorpers, im Beispiel links die extrazelluldre Domdne des murinen PD-L1 und rechts des murinen PD-L2. In
orange dargestellt ist die Fv-Domdne, die der Bindungsstelle des Antikérpers entspricht. Hier soll im
Mausmodell MHC Klasse I oder Il von C57 Bl/6 Mdusen gebunden werden.

B: Vereinfachte Darstellung der simultanen Bindung an das Transplantat und einer T-Zelle via PD-L1 oder PD-
L2

Zur Evaluation dieses Bindungsverhaltens wurden CAT;l und CAT;2 mit einem Kontroll-
Antikorper ohne N-terminalen Anhang verglichen, welcher im Folgenden CATicontrol genannt
wird.

Als inhibitorische Komponenten wurden, wie bereits erwihnt, die extrazelluldiren Doménen des
murinen PD-L1 und PD-L2 gewihlt. Beide bestehen aus einer Ig-like-V-type und einer Ig-like-
C2-type Doméne, wobei lediglich der Ig-like-V-fold an der Rezeptorbindung mit PD-1 beteiligt
ist(17) (siehe Abbildung 2). Es wurden sowohl die vollen extrazelluldren Doménen sowie nur

die jeweiligen Ig-like-V-folds mit einem FC-Tag exprimiert.

40



Entwicklung eines Fusionsantikorpers zur lokalen Immunsuppression
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Abbildung 6: Vektorkarten der schweren und der leichten Ketten.

A) Vektormappe der leichten Kette mit wPD-L1 ox
B) Vektormappe der leichten Kette mit wPD-L2ex
C) Vektormappe der schweren Kette IgG1 mit PG-LALA Silencing Mutation

4.2 Generierung der Antikorper

4.2.1 Expression und Proteinreinigung

Alle Proteine wurden nach beschriebenem Protokoll im Expi293F™-System exprimiert und im
Anschluss gereinigt. Nachstehend sind exemplarische Aufreinigungen von CATicontrol, CATil
und CAT;2 dargestellt (Abbildung 7).

Hierbei ergab sich fiir alle exprimierten Antikorper ein hoheres molekulares Gewicht als das

theoretisch errechnete. Dies ist hochstwahrscheinlich auf die starke Glykosilierung von PD-L1
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und PD-L2 zuriickzufiihren (33). Das molekulare Gewicht der schweren Ketten zeigte eine
konstante GroB3e zwischen 50 und 60 kDA. Das Gewicht der leichten Ketten erhohte sich nach
Anhédngen von nPD-L1/2¢x am N-Terminus signifikant auf ca. 70 kDa (sieche Abbildung 8 (D-
I)). Die SDS-PAGE der Aufreinigung zeigte, dass die Antikorper sich vor allem in der ersten
und zweiten Eluation befanden. In der SEC ergab sich sowohl fiir alle drei Antikorper eine
Kurve und die SDS-PAGE mit den entsprechenden kurvenbildenden Fraktionen bestétigte den
Proteinanteil. Diese Fraktionen wurden zusammengefasst und konzentriert. Hieraus ergab sich

fiir CAT;l eine Ausbeute von 1,38 mg/L und fiir CAT;2 von 2,31 mg/L.

200 CATil CAT2 CATicontrot mPD-L1FeTag mPD-L2FcTag
150
120
100
85

70
60 .

40

10

[kDa]

Abbildung 7: SDS-Gel der aufgereinigten Antikorper und Single-Chain-Formate.
SDS-Gel-Analyse der Antikérper CATil, CAT:2, CATiconrot und der Single-Chain-Formate wPD-LI1-FC-Tag,
mPD-L2-FC-Tag zur Spezifititskontrolle nach Aufreinigung mit Protein A und SEC.
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Abbildung 8: Exemplarische Darstellung der Proteinaufreinigung mit Protein A der Antikorper

CATiControl, CATil, CATi2.
SDS-Gele der Aufreinigungsschritte fiir CATiconwol (A-C), CATil (D-F) und CAT:2 (G-1)

A/D/G) SDS-PAGE der Protein A Affinitiit aus Uberstand der Expression in Expi293 ™ Zellen
B/E/H) SEC-Chromatogramm der Superdex 200 10/300 GL Sdule.
C/F/I)  SDS-PAGE zur Evaluierung der SEC-Fraktionen am Kurvenhéhepunkt.

M=Grofenmarkierung; D: Durchlauf; W1-W4.: Waschungen, EI-E5: Eluationen.

4.2.2 Evaluation der Proteinstabilitdt von CAT;l und CAT;2

Die Antikérper CATil und CATi2 wurden nach der Reinigung in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80°C aufbewahrt. Fiir die weitere Verwendung in in-vitro Assays und
letztendlich fiir Mausstudien war eine Evaluation der Proteinstabilitit sowohl nach dem
Auftauen als auch bei lidngerer Lagerung in 37°C notwendig. Vor der Verwendung der
Antikorper wurde die Konzentration mit Hilfe des Nanodrop ND-1000 erneut gemessen. Hier
ergaben sich zu keiner Zeit ein Abfall der Konzentration im Vergleich zu vor dem Einfrieren.
Die Lagerung iiber einen Zeitraum von bis zu 14 Tagen bei 37°C schien ebenfalls keinen

Einfluss auf die Stabilitdt zu haben. Wie den SDS-Gelen (Abbildung 9) zu entnehmen ist, ist
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keinerlei Verdnderung der Banden zu beobachten, was darauf hindeutet, dass keine

Verdnderung der Proteine bei lingerfristiger ,,Lagerung® bei 37°C entsteht.
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Abbildung 9: Analyse der Proteinstabilitit.
SDS-PAGE von CATil (A) und CAT:2 (B) nach Inkubation bei 37°C fiir 14 Tage. Analyse an angegeben Tagen.
P = Pellet.

4.3 Evaluation der Zielzelllinien

4.3.1 PD-1 Expression

Die Bindung von CATil und CATi2 an PD-1 ist zwar niedrigaffin, trotzdem wurden Zelllinien
gewdhlt, die den Rezeptor exprimieren. Generell wird PD-1 auf T-Zellen, B-Zellen,
Monozyten, Natiirlichen Killerzellen und Dendritischen Zellen exprimiert. (17). Entsprechen
kamen zwei T-Zell-Linien in Frage, die beide Abkdmmlinge des C57Bl/6 Mausstammes sind
und damit gleichzeitig die MHC H2-kB und IAb auf ihrer Oberflédche exprimieren.

In der Durchflusszytometrie sollte die Expression des PD-1 Rezeptors durch Verwendung eines
Anti-PD-1-FITC Antikorpers abgeschitzt werden. Die Auswertung ergab keinen relevanten
Unterschied der MFI (Mean Fluorescence Intensity) Quotienten, was fiir eine &hnliche
Bindungsaffinitit des FACS-Antikorpers und damit indirekt fiir eine wahrscheinlich &hnliche
Expressionsdichte des PD-1 Rezeptors auf beiden Zelllinien spricht.
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Abbildung 10: Detektion der PD-1 Expression auf EG7 und B3Z.
Durchflusszytometrie. Evaluation der PD-1 Expression auf zwei T-Zell-Linien. Die schwarze Linie entspricht der
Isotypenkontrolle.

MFI-Quotienten: EG7: MFI-Ratio = 31,3; B3: MFI-Ratio = 44,4.

4.3.2 MHC-I Expression

Wie erwihnt wurden der Einfachheit halber primér Antikdrper mit variablen Doménen zur
Bindung an den MHC-I H2-kB entwickelt. Eine Bindung an die Zielzellinie EG7 wurde
durchflusszytometrisch bestimmt.

CATicontol zeigte fiir beide Zelllinien eine Verschiebung der Kurve nach rechts, was der
Bindung des Antikorpers an die T-Zellen entspricht. Die MFI-Quotienten zeigten erneut keinen

relevanten Unterschied zwischen den beiden Zelllinien.
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Abbildung 11: Bindung von CATiControl auf Zielzelllinien EG7 und B3Z.
Durchflusszytometrie. Evaluation der Bindung des Antikérpers CATiconroran T-Zelllinien. EG7 wurden mit o-
higG Fc FITC-Antikorper gefdrbt. Die grau hinterlegte Kurve entspricht der Kontrolle ohne Primdrantikorper.

MFI-Quotienten: EG7 9,7
B37Z 7,6
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4.4 Bindungsanalyse
4.4.1 Bindung an MHCI und MHCII

Bereits vor der externen Sequenzierung der variablen Sequenzen von Antikdrpern der
Hybridomzelllinien HB158 und HB163, wurde deren Bindung auf Splenozyten von Black-6-
Maiusen untersucht. Beide Versuche zeigten eine Kurvenverschiebung nach rechts und zeigen

dadurch eine Bindung der Antikdrper an entsprechende Rezeptoren der Splenozyten.
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Abbildung 12: Bindung der Hybridomantikorper exprimiert von den Hybridomzelllinien HB158
bzw. HB163.
Durchflusszytometrie. Sekunddrantikorper FITC mouse anti IgG-Fc (Thermo Fisher Scientific).

A)  Antikorper aus HB158 auf Splenozyten von C57Bl/6-Mdusen.
B)  Antikorper aus HB163 auf Splenozyten von C57Bl/6-Mdusen.

4.4.2 Bindung PD-1

Die exprimierten und aufgereinigten Fusionsproteine aus mPD-L1ex bzw. mPD-L2ex mit einem
humanen Fc-Tag, entweder mit einer Ig-like-V-type und einer Ig-like-C2-type Doméne oder
nur der Ig-like-V-Type Doméne, wurden zur Untersuchung des Bindungsverhaltens an den PD-
1 Rezeptor genutzt. Durchflusszytometrisch wurde die Bindung der Fusionsproteine auf EG7
analysiert. Es ergab sich wie zu erwarten kein Unterschied zwischen einer Bindung der vollen

extrazelluliren Doménen zu den kiirzeren IgV-folds mit FC-Tag. Die Bindung der mPD-L2cx-
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Fusionsproteine mit nPD-1 schien im Vergleich etwas schwécher als die zwischen mPD-L1ex

und mPD-1 (siche Abbildung 13).

100 | Sample Name

M | Secondary Control.fcs
40 PD-L1ex.fcs

48 PD-L1ex IgV.fcs
41 PD-L2ex.fcs

49 PD-L2ex IgV.fcs

80 =

Count

FL1-A :: FITC-A

Abbildung 13: Bindung der mPD-L1ex und mPD-L2ex Fusionsproteine auf EG7.
Durchflusszytometrie. Analyse des Bindungsverhaltens der extrazelluliren Domdne von murinem PD-L1 und
PD-L1 in voller oder gekiirzter Linge. Die pinke Kurve entspricht der Kontrolle mit Férbung durch
Sekunddrantikorper.

MFI-Quotienten: ,,PD-LI.-Fc =128
mPD-L1 oxjgp-Fc =106
mPD-L2.-Fc =45
mPD-L2eyjgp-Fc =57

4.4.3 Bindung von CAT;l und CAT;2

Die Bindung des Kontrollantikérpers CATiconrol an geeignete Zielzellen wurde bereits in
Abbildung 12 dargestellt. Ob die Fusion von mPD-Llex/mPD-L2ex an den N-Terminus,
verbunden iiber einen (G4S)4-Linker, einen Einfluss auf jene Bindung hat, sollte durch ein
einfache Bindungsanalyse im selben Versuchsaufbau getestet werden. Entsprechend wurden
EG7-Zellen auf die gewiinschte Dichte von 2x10°Zellen/well verdiinnt und mit den
Antikorpern CAT;l und CAT;2 inkubiert. Die Auswertung zeigte fiir beide Antikorper eine
Verschiebung der Kurve nach rechts im Vergleich zur Isotypenkontrolle und zeigt damit die
Bindung an die Zellen an. Ob dabei primir eine Bindung zwischen H2-«B und variabler
Domine der Antikorper oder aber zwischen mPD-1 und den Liganden besteht, ist in diesem

Versuchsaufbau nicht zu differenzieren. Zum Vergleich wurde die Bindung von CATicontrol
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untersucht, auch hier lie sich eine Kurvenverschiebung nach rechts darstellen. Die MFI-
Quotienten konnen zwar keine definitive Bindungsstérke beschreiben, aber die &hnlichen Werte

fiir Antikrper- und Kontroll-Konstrukt kdnnten auf eine primére Bindung iiber MHC schlie3en

lassen.
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Abbildung 14: Bindung der Antikorper CATil und CATi2 an murine T-Zellen der Linie EG7.

Durchflusszytometrie.
A)  Bindung von CAT:l an EG7. MFI-Quotient = 9,11.

B)  Bindung von CAT:2 an EG7. MFI-Quotient = 6,19.
C) Bindung von CATicontroran EG7. MFI-Quotient = 9,7.

4.4.4 KD-FACS

Die Affinitdt zwischen zwei Bindungspartnern kann iiber die Dissoziationskonstante (Kp), was
dem reziproken Mal3 der Assoziationskonstante entspricht, bestimmt werden.(23)

Hierfiir wurde in unserem Versuchsaufbau CATicontrol fiir die Betrachtung der Bindung an H2-
kB verwendet. Fiir die Bindung zwischen nPD-1 und den Liganden mPD-L1ex und mPD-L2x

wurden die Fusionsproteine aus extrazelluliren Doménen der Liganden und humanem Fc-Tag
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verwendet. In diesem Versuchsautbau wurden lediglich die vollen extrazelluliren Doménen,

bestehend aus Ig-like-V-fold und Ig-like-C2-type Doméne, der Liganden verwendet.

Der Versuch wurde insgesamt drei Mal durchgefiihrt und die Ergebnisse in nachstehender

Abbildung zusammengefasst (Abbildung 15).
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Abbildung 15: KD-Wert Bestimmung fiir H2-xB, mPD-L1ex und mPD-L2ex.

Konzentrationsabhdngige Bindung von CATiconroran H2-xB (A), wPD-L1ex an wPD-1 (B) und wPD-L2ex an wPD-
1(C). Der Graph zeigt Mittelwerte von drei unabhdingigen Experimenten. Die Kp-Werte sind neben den Graphen

angegeben.

Die in der Abbildung 15 in Nanomolar angegebenen Werte fiir die Dissoziationskonstanten

wurden mit Hilfe des theoretisch bestimmten molekularen Gewichts der Fusionsproteine bzw.

des Antikorpers bestimmt und stimmen gegebenenfalls nicht mit dem realen Kp-Wert iiberein.
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4.5 Funktionelle Charakterisierung

4.5.1 Antikorperabhéngige zellvermittelte Zytotoxizitit (ADCC)

Die Bindung von CAT;l und CAT;2 sollte durch die Bindung an den jeweiligen MHC diesen
maskieren. FEiner moglichen Immunantwort, ausgelost durch den Fc-Anteil des
Antikorperformates, sollte durch eine Silencing-Mutation entgegengewirkt werden. Diese
Antikorperabhingige zellvermittelte Zytotoxizitit (ADCC), respektive das nicht
Vorhandensein jener, wurde evaluiert. Hierfiir wurden Zielzellen, in diesem Fall der Linie EG7
fiir die Antikorper CAT;l, CATi2, CATicontol und der Linie MOLM fiir die indirekte
Positivkontrolle mit einem gegen CD33 gerichtete Antikorper, mit Calcein markiert. Die
markierten Zellen wurden anschlieBend mit den entsprechenden Antikdrpern und humanen
natiirlichen Killerzellen, gewonnen aus PBMCs, inkubiert und die spezifische Lyse durch das
Messen des freigesetzten Calcein im Uberstand bestimmt. Die spezifische Lyse in

Abhiangigkeit der Konzentration der Antikorper ist in Abbildung 16 dargestellt.
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Abbildung 16: Analyse der Antikorperabhingige zellvermittelte Zytotoxizitit (ADCC) der
Antikorperformate CAT1, CAT2, und CATiControl.

A)  Als Zielzellen fiir die Antikorperformate wurden EG?7, als Effektorzellen aus PBMC gewonnene NK-Zellen im

Verhdltnis E:T 2:1 verwendet.
B)  Fiir die indirekte Positivkontrolle wurden stattdessen MOLM-Zellen als Zielzellen verwendet.
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Wihrend durch die Bindung des gegen CD33 gerichteten Antikorpers an MOLM-Zellen klar
eine Lyse der Zellen ausgelost wird, war dies im Vergleich bei CAT;l, CAT;2, CATicontrol nicht
zu beobachten.

Theoretisch wire eine Zytotoxizitdt durch eine Bindung von PD-1 an einen seiner Liganden
denkbar und in diesem Modell auch erwiinscht, dies konnten im Versuch allerdings nicht

nachgewiesen werden.
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5 Diskussion

Die aktuelle immunsuppressive Therapie flir Patient:innen nach einer erfolgreichen allogenen
Organtransplantation setzt sich groftenteils aus einer Kombination von Wirkstoffen zusammen,
welche die Gesamtheit der T-Zellen inhibieren, erginzt durch Kortison. Diese induzierte
Immunschwiche bedingt zahlreiche Nebenwirkungen, darunter eine erhdhte Anfilligkeit fiir
opportunistische Infektionen und ein gesteigertes Tumorrisiko, was gravierende
gesundheitliche Risiken mit sich bringt. Das Hauptziel dieser Arbeit war die erstmalige
Entwicklung eines Antikorpers, der spezifisch an MHC-Molekiile des Spenderorgans bindet
und eine immunsupprimierende Wirkung durch niedrigaffine Bindung von PD-L1/PD-L2 an
PD-1 der empfiangereigenen T-Zellen zeigt. Mit Medikamenten mit diesen Eigenschaften
konnte die Immunsuppression im Spenderorgan konzentriert werden und systemische
Nebenwirkungen wéren theoretisch vermeidbar.

Im Rahmen dieser Studie wurden zwei chimdre Antikdrper mit murinen Bindungsstellen und
einem humanen Riickgrat exprimiert. Die N-terminal angehéngten Liganden PD-L1 oder PD-
L2 sind murin. Die beiden Prototypen CATil und CATi2 zeigten in vitro eine spezifische
hochaffine Bindung an H2-xB. Eine Aktivierung von Natiirlichen Killerzellen war trotz

Silencing-Mutation des FC-Teils der Antikdrper nicht zu beobachten.

5.1 Antikorperformat — die richtige Wahl?

Bei der Entwicklung neuer immunmodulatorischer Therapien stellt sich die Frage nach dem
passenden Antikorperformat. Antikorper sind heute weitgehend etabliert (34), vor allem in der
Onkologie, mit Belatacept nun auch in der Transplantationsmedizin (35).

Antikorper bestehen aus je zwei identischen schweren und leichten Ketten (5). Daraus ergibt
sich ein groBeres Molekiil im Vergleich zu einem Minibody, der nur aus den variablen
Segmenten der schweren und leichten Kette mit einem Fc-Anteil eines Antikorpers besteht,
oder einem Single-Chain-Format. Das geringere Molekulargewicht verhilt sich proportional
zur Halbwertszeit (34) (sieche Abbildung 15). Theoretisch miisste ein Antikorper entsprechend
therapeutisch seltener appliziert werden als bspw. ein Minibody, da er eine hohere
Halbwertszeit besitzt (36), und damit den klaren Vorteil einer hoheren Lebensqualitit fiir

Patient: innen bieten konnte.
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Ziel ist, ein Antikérperformat zu entwickeln, das sowohl stabil als auch beweglich ist und sich
mit hoher Ausbeute exprimieren ldsst. CAT;1 und CAT;2 zeigten eine Temperaturstabilitit iber
14 Tage bei 37°C (siehe Kapitel 4.2.2). Die nachgewiesene Bindungsaffinitit und Interaktion
mit mPD-1 spricht fiir eine ausreichende Flexibilitidt durch die (G4S)s-Linker. Allerdings ist
die Ausbeute mit 1,38 mg/L fiir CATil und fiir CATi2 von 2,31 mg/L unzureichend (Monika
Herrmann, personliche Kommunikation, 2018). Um generell eine Expression zu erreichen,
wurde in der Entwicklung von CATil und CAT;2 bereits die leader sequenz an die der aus den
Hybridomzellen abstammenden Antikdrpern angepasst und von einem urspriinglich murinen
Antikorperbackbone auf ein humanes gewechselt. Um die Ausbeute der Expression zu
verbessern, sind zahlreiche weitere Verdnderungen in der Konzeption des Antikorpers denkbar,
z.B. das Anhéngen von PD-L1/2 an den C-Terminus statt den N-Terminus oder Verwenden
einer ldngeren oder kiirzeren Variante des verwendeten (G4S)s-Linkers. Ob und welchen
Einfluss diese Verdnderungen auf die Ausbeute letztlich haben ist prospektiv nicht zu
beurteilen, da die Tertidrstruktur nicht bekannt ist, die Expression aber mafBgeblich davon
abhingt (36). Auch ein anderes Expressionsystem als das von unserer Arbeitsgruppe
verwendete Expi293-System ist denkbar, bspw. eine Expression im ExpiCHO-System konnte

hohere Proteinkonzentration erbringen (37).

IgGACH2 scFv-Fc  Minibody Diabody |scFv V domain

¥9€86 eﬁ
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Abbildung 17: Darstellung verschiedener Antikorper, Minibody und Single-Chain-Formate und
weiteren und Angabe ihrer jeweiligen Halbwertszeit in vivo.
Proportionaler Zusammenhang des Molekularen Gewichts (Angabe in kDa) zur Halbwertszeit in vivo.

Positiv fiir die jetzigen Antikorperformate CAT;l und CAT;i2 und deren Struktur spricht ihre
Temperaturstabilitdt sowohl bei 37°C als auch bei langer Lagerung in eingefrorenem Zustand.
Zuletzt ist die chimire Konzeption von CAT;l und CAT;2 zu diskutieren. Die Humane-Anti-

Maus-Antikorper (HAMA)-Reaktion ist ein bekanntes klinisches Phdnomen, wobei humane
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Antikorper gegen murine Immunglobuline gebildet werden, z.B. im Rahmen einer Therapie mit
mABs. Dadurch kann es zur Beeintrichtigung von Immunassays kommen (38). Ein
dquivalentes Phidnomen bei der Gabe von humanen Antikorpern in Miusen ist theoretisch
denkbar, allerdings in der Literatur bis jetzt nicht beschrieben. Letztlich wére dies fiir die

Anwendung am Menschen irrelevant.

5.2 MHC - ein spezifisches Ziel

Die Major Histocompatibility Komplexe werden beim Menschen auch als Human Leucocyte
Antigen (HLA) bezeichnet (39) und weisen durch genetischen Polymorphismus die
groftmogliche Vielfalt auf. Das macht sie fiir jeden Menschen einzigartig und das
Immunsystem besonders anpassungsféhig (5). Fiir die Transplantationsmedizin ist die Kenntnis
iiber die jeweilige HLA-Expression wichtig, da eine mdoglichst hohe Histokompatibilitét
zwischen Spender und Empfinger mal3geblich die TransplantatabstoBungswahrscheinlichkeit
verringert. Eine vollige Ubereinstimmung der HLA ist nur bei eineiigen Zwillingen méglich,
jedoch kann durch praoperative Typisierung und entsprechende Zuordnung der Spenderorgane
eine hohe Ubereinstimmung erreicht werden (9).

HLA als Ansatzpunkt fiir Antikorpertherapien zu wéhlen bietet vielféltige Mdglichkeiten, ist
aber auch in der praktischen Umsetzung anspruchsvoll. Es kann nicht, wie im Mausmodell, nur
ein einziger therapeutischer Antikorper entwickelt werden, sondern es miissten stattdessen
mehrere Varianten exprimiert werden, die mit ihrer Bindungsstelle dann eine groftmogliche
Schnittmenge der Population abdecken. Hier ist eine Auswertung der weltweiten Datenbanken,
wie bspw. der IMGT/HLA-Database oder der AFND, zur HLA-Expression denkbar, um dann
eine Auswahl an Ziel-Sequenzen zu bestimmen (40). Es ist trotzdem zu erwarten, dass einige
Patient: innen nicht ,,passende* HLA-Merkmalstréger: innen sind und die Therapie somit nicht

angewendet werden kann.

5.3 Die immunsuppressive Komponente

Uber die Co-Inhibitorische Wirkung auf T-Zellen durch Bindung des PD-1 Rezeptors an einen
seiner Liganden wird inzwischen mehr bekannt und er gilt gerade in der Tumortherapie als
relevanter Therapieansatzpunkt (22, 41). Jene Bindung zwischen Rezeptor und den Liganden
ist natiirlicherweise niedrigaffin (13, 16, 17), dadurch sollten nur T-Zellen in unmittelbarer
Néhe des Spenderorgans inhibiert werden, theoretisch ist aber eine Inhibition von frei
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zirkulierenden T-Zellen und somit eine allgemeine immunsuppressive Wirkung denkbar. Ob
und wie ausgeprigt diese eintritt und welche Folgeerscheinungen sich fiir Patient:innen dadurch
ergeben kann erst durch in vivo Studien evaluiert werden.

Die beiden Liganden des PD-1 Rezeptors haben eine dhnliche Tertidrstruktur und binden mit
der extrazelluldren IgV-Domine an PD-1. Trotz dieser Ahnlichkeiten scheint es minimale
Unterschiede in der Bindungsstirke der beiden zu geben und die Bindung zwischen PD-1 und
PD-L2 etwas stirker zu sein (13, 16, 17, 41). Bei beiden Bindungen kommt es zur Aufhebung
der, durch die Bindung zwischen T-Zell-Rezeptor und MHC ausgelosten, T-Zell-Aktivierung
(42). Diese Wirkung sollte also theoretisch nur bei bereits begonnener T-Zell-Aktivierung
eintreten, nicht bei ruhenden T-Zellen, z.B. also bei T-Zellen die spenderspezifisches HLA
erkennen und gebunden haben. Ob dieses immunsuppressive Signal ausreichend wére, um eine
Transplantatabstoung zu verhindern ist unklar. Gegebenenfalls kdnnte eine Unterstiitzung
durch entweder weitere inhibitorische Signale, wie z.B. TGF-beta, notwendig sein, um den
Effekt der Therapie zu optimieren. Natiirlich ist eine gleichzeitige Anwendung von
,klassischen* Immmunsuppressiva, wie Corticosteroide oder Calcineurininhibitoren, moglich.
Positiv an dieser Kombination wire, dass es sich um verschiedene Signalwege handelt und es

nicht zu einer Kompetition der Therapien kommen sollte.

5.4 Optimierung des ADCC-Assays

Die Uberpriifung des ADCC diente der Kontrolle, dass keine Immunzellen durch die FC-
Region des Antikorpers angelockt werden. Der Versuchsautbau erfordert eine Positivkontrolle,
um zu gewéhrleisten, dass die verwendeten humanen Natiirlichen Killerzellen aktiv sind und
ein ,,Killing* auch moglich wére (43). Dies konnte nur indirekt bestéitigt werden, da kein
Antikorper mit gleicher Bindungsstelle wie CAT;l und CATi2 und aktiver FC-Region, also
ohne entsprechende Silencing Mutation, exprimiert wurde. BehelfsmiBig wurde ein anderer
Antikorper mit anderer Bindungsstelle und aktiver FC-Region als indirekte Kontrolle mit in
den Versuch aufgenommen. Zudem wurde der Versuch lediglich ein bzw. zwei Mal
durchgefiihrt, was keine statistisch verwertbare Daten ergiebt. Eine echte Evaluierung der

Zytotoxizitét der Prototypen CATil und CAT;2 steht noch aus.
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5.5 Risiken und Nebenwirkungen

Die Suche nach neuen immunsuppressiven Therapien ergibt sich aus den starken
unerwiinschten Wirkungen der verfiigbaren Praparate. Die wichtigsten sind die deutlich erhdhte
Anfilligkeit flir die Infektion mit opportunistischen Erregern und das erhohte Tumorrisiko,
daneben héufen sich zahlreiche andere Nebenwirkungen je nach Wirkstoff (44). Der Anspruch
an CAT;bzw. daraus weiter entwickelte Antikdrper oder antikorperdhnliche Formate ist, dass
die Summe und Schwere der Nebenwirkungen geringer sind. Aus der Theorie ergibt sich dieser
Effekt auch, jedoch ist unklar, welche neuen unerwiinschten Wirkungen auftreten konnten. Es
gibt keinen zugelassenen Antikorper, der auf die Weise wie das hier entwickelte Modell wirkt,

deshalb kann nicht auf die zu erwartenden Nebenwirkungen geschlossen werden.

5.6 Ausblick

Die vorliegende Arbeit tragt zur Entwicklung einer vielversprechenden immunmodulatorischen
Therapie nach allogener Organtransplantation bei. Die Konzeption chimérer Antikorper, die
gezielt an MHC-Molekiile des Spenderorgans binden und durch die niedrigaffine Bindung von
PD-L1/PD-L2 an PD-1 der empféngereigenen T-Zellen eine immunsuppressive Wirkung
auslosen, eroffnet potenziell effektive Wege fiir eine prézisere, nebenwirkungsidrmere
Immunsuppression.

In dieser Arbeit wurde die Entwicklung erster Prototypen fiir eine spezifische lokal wirksame
Immunsuppression durch Antikorper beschrieben. Die Ausarbeitung und in-vivo Untersuchung
der Wirksamkeit jener Prototypen steht bis dato noch aus, ist aber ma3geblich relevant fiir die
weitere oder simultan ablaufende Weiterentwicklung. Einige Gedanken konnen allerdings
schon formuliert werden.

So ist die immunmodulatorische Komponente der Antikérper CATil und CAT:2
beziehungsweise moglicher Nachfolger leicht austauschbar und zu erweitern. Mdglich wére
eine T-Zellinhibition durch Angriff mehrerer Signalwege oder aber die Ergéinzung des priméren
inhibitorischen Signals, einem der Liganden des PD-1 Rezeptors, durch ein unterstiitzendes
Signal. Je nach Stand der Forschung und neuen Erkenntnissen zum Immuncheckpoint kann der
Antikorper angepasst werden. Die jeweilige Effektivitidt muss jeweils neu bestimmt werden.
Ein klarer Vorteil ergibt sich aus der Bindung an MHC bzw. HLA, denn die Fab-Doméne kann
an den Spender angepasst werden, egal ob dieser human oder einer anderen Spezies angehorig

ist. Die Xenotransplantation hat in den letzten Jahren grof3e Fortschritte erzielen kdnnen (45)
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und bietet eine vielversprechende Losung fiir den allgemein bestehenden ,,Organmangel® in
Europa (46). Eine gleichzeitige Entwicklung von passenden Immunsuppressiva ist notwendig.
Die Anwendbarkeit von CAT; ist nicht einzig auf transplantierte Patient: innen zu beschranken.
Einige Autoimmunerkrankungen, wie bspw. Morbus Bechterew, stehen in direktem

Zusammenhang mit dem HLA-Typ (9) und ein Einsatz bei diesen Erkrankungen ist denkbar.

Insgesamt markiert diese Arbeit einen Fortschritt in Richtung einer gezielteren und
schonenderen immunmodulatorischen Behandlung nach Organtransplantationen. Die
Ergebnisse und Erkenntnisse legen nahe, dass eine prézise Inmunmodulation durch Antikérper
eine vielversprechende Therapieoption darstellt, um die Lebensqualitéit der Patient: innen zu
verbessern und die Erfolgsaussichten von Transplantationen zu optimieren. Zukiinftige
Forschung und klinische Studien sollten diese Ansétze weiter vertiefen, um mdoglicherweise

eine neue Ara der Inmuntherapie fiir Transplantationspatient: innen zu begriinden.
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9 Abkiirzungsverzeichnis

D ettt et ettt e e bt et e et e e teeenbe e bee e bt ebeeenbeenneeenreeneens base pairs
B e e e Fragment crystallyzable
B ettt sttt Fragment variable
HIV e e Human Immunodeficiency Virus
Human Leucocyte ANtigen........ccoecveviieriienieeniienieeieeeee e Human Leucocyte Antigen
LA e ettt ettt eeaeeenbeeteas Immunglobulin A
LED e ettt e naeenne Immunglobulin D
LG ettt enteas Immunglobulin E
LEG e ettt et et aeenaeenne Immunglobulin G
LM ettt et et ab e e taeeeaeenne Immunglobulin M
ITIM. oo Immunorezeptor-Tyrosin-basierte Inhibitionsmotive
ITSM..ooiiii e Immunrezeptor-Tyrosin-basierte Schaltermotive
MEFT .o Mean Fluorescence Intensity, Mean Fluorescence Intensity
IMHC ...t Major Histocompatibility Complex
NSCLC ettt et Non small cell lung cancer
PBMUC ..o Peripheral Blood Mononuclear Cell
PCR et e Polymerase Chain Reaction
P e et enee Programmed Death 1
PD LT oo Programmed Death Ligand 1
PTDM .ottt Post Transplant Diabetes mellitus
15101 o DTS PRORPSURPUIUPRPRO rounds per minute
SDS-PAGE ..ot Denaturierende Polyacrylamid Gelelektrophorese
e Zytotoxische T-Zelle
TR ettt ettt ettt e bt e et e e teeeabeeneeenes T-Zell-Rezeptor
T H ettt ettt T-Helferzelle
TINBC ...t e Triple Negative Breast Cancer
VH et ettt et e et e et ate bt e enbeesaens Variable Heavy
7 USRS PSP Variable Light
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